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ZUSAMMENFASSUNG
Congenital Disorder of Glycosylation Ib (CDG-Ib)
Charkterisierung und vergleichende Analyse mit CDG-Ia und sekundären
Störungen der Glykosylierung
Martin Hasilik
Die Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) sind eine wachsende
Gruppe von hereditären Störungen der N-Glykosylierung. Derzeit sind neun
verschiedene Enzymdefekte bekannt. Gemeinsames Charakteristikum dieser
heterogenen Multisystemerkrankungen ist eine psychomotorische
Retardierung.
Eine Ausnahme bildet das im Rahmen dieser Arbeit entdeckte CDG-Ib.
Hauptmerkmal dieser rezessiv vererbten  Erkrankung ist eine exsudative
Enteropathie. Eine mentale Retardierung tritt nicht auf. Neben dem Nachweis
einer signifikant reduzierten Aktivität der Phosphomannose Isomerase (PMI),
die zum vollständigen Fehlen von proteingebundenen Oligosacchariden wie
bei CDG-Ia führt, konnte gezeigt werden, dass die diätetische Substitution von
Mannose eine wirksame Therapie darstellt.
Die Untersuchung weiterer Patienten führte zur Diagnose von 22 Fällen mit
Phosphomannomutase (PMM) Defizienz (CDG-Ia) und 13 bislang ungeklärten
CDG Fällen.
Elektrophoretisch sind CDG-Ia und Ib nicht zu unterscheiden. Die
Untersuchung von Fällen mit Galaktosämie, hereditärer Fructoseintoleranz,
Alkoholabusus und verschiedenen hepatischen Erkrankungen zeigten zum
Teil den CDG ähnliche Elektrophoresemuster von Serumtransferrin. Mögliche
pathobiochemische Ursachen, Auswirkungen auf den jeweiligen Phänotyp
und Limitationen der Primärdiagnostik werden diskutiert.
Tage der mündlichen Prüfungen: 15.04. und 23.04.2004
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Einleitung 1
1. Einleitung
1.1 N-Glykosylierung
1.1.1 Bedeutung der N-Glykosylierung
Naszierende Proteine können durch unterschiedliche ko- und
posttranslationale Prozesse modifiziert werden. Die häufigste Modifikation
membrangebundener und sekretorischer Proteine ist die N-Glykosylierung.
N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide beeinflussen in hohem Maße die
physikalischen und funktionellen Eigenschaften der Glykoproteine. In diese
Gruppe fallen viele Membranproteine, Rezeptoren, Enzyme, Hormone und
Matrixproteine. Die Zuckerstrukturen sind bedeutend für eine Vielzahl von
biochemischen und biologischen Prozessen (Varki, 1993):
• Proteinfaltung
• Proteinlöslichkeit
• Schutz vor Degradation
• Beeinflussung der Halbwertszeit von Proteinen
• Protein-Targetting
• Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen
• hormonelle Funktionen
• Bindungsstellen für Mikroorganismen, Toxine, Antikörper etc.
• Maskierung von Zielstrukturen für Mikroorganismen, Toxine, Antikörper etc.
Die Funktion eines Oligosaccharids ist nicht eindeutig von ihrer Struktur
ableitbar. Identische Strukturen können in Abhängigkeit vom zugehörigen
Protein und dem Entwicklungsalter des Organismus unterschiedliche
Funktionen erfüllen (Varki, 1993).
1.1.2 Biosynthese der N-Glykane
Die N-Glykosylierung erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im
Golgi Apparat. Im ER werden Oligosaccharidvorläufer mit der Struktur
Glc3Man9GlcNAc2 an einem Lipidträgermolekül, dem Dolichol, synthetisiert.
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Nach der Übertragung auf naszierende Glykoproteine wird die Synthese im
Golgi-Apparat komplettiert (Kornfeld and Kornfeld, 1985, Brockhausen et al.,
1998, Hirschberg and Snider 1987, Durand et al., 2000) (Abb. 1).
Die Synthese im ER erfolgt schrittweise. Als Donor für die beiden GlcNAc- und
die ersten fünf Mannosylreste dienen aktivierte Zuckernukleotide, die im
Zytosol synthetisiert werden. Sie werden durch spezifische
Glykosyltransferasen auf der cytoplasmatischen Seite des ER auf den
Akzeptor Dolicholphosphat übertragen. Die weitere Kettenverlängerung erfolgt
im Lumen des ER. Hierzu muß eine membranöse Reorientierung des
Man5GlcNAc2-P-P-Dol-Komplexes, ein sog. “flip”, vollzogen werden. Eine
“Flipase” als katalysierendes Enzym konnte bislang nicht nachgewiesen
werden. Die sieben weiteren Zuckerreste werden von den
Dolicholphosphatzuckern Dol-P-Man und Dol-P-Glc auf die wachsenden
Saccharidketten transferiert. Sie werden durch die Dol-P-Man- und die Dol-P-
Glc-Synthasen gebildet, die zugleich die Passage durch die Membran des ER
katalysieren. Jeder Schritt beruht auf der Aktivität einer spezifischen N-
Acetylglucosaminyl-, Mannosyl- oder Glucosyltransferase. Bis zur ersten
Verzweigung werden die Zuckerreste β-glykosidisch verknüpft, die übrigen
Bindungen sind α-glykosidisch.
Die drei terminalen Glucosylreste erleichtern die en bloc Übertragung des
Oligosaccharids durch die Oligosaccharyltransferase (OST) auf den
Asparaginylrest zugehöriger Konsensusstellen der Peptidketten (Silberstein
und Gilmore, 1996). Diese bestehen aus der Sequenz Asn-X-Ser/Thr, wobei X
eine beliebige Aminosäure mit Ausnahme von Prolin und Aspartat sein kann
(Bause, 1983).
Essentiell für die Reaktion ist Steigerung der Reaktivität der Amidgruppe des
Asparagins durch Ausbildung von Wasserstoffbrücken zwischen der
Amidgruppe und der Hydroxylgruppe des Serins bzw. Threonins (Bause und
Legler, 1981). Mit geringerer Affinität kann die OST alternativ nicht-
glucosylierte Oligosaccharide übertragen (Silberstein und Gilmore, 1996).
Einleitung 3
ER
Dol Dol
Dol
ASN
cis-Golgi ASN
ASN
ASN
mediales Golgi ASN
Cytoplasma
trans-Golgi
ASN
ASN
sezerniertes Glykoprotein
ASN
Abb.1. Glykoproteinsynthese. Vereinfachte Übersicht der Synthese und
posttranslationalen Modifikation der Oligosaccharide im endoplasmatischen Retikulum (ER)
und Golgi-Apparat.  GlcNAc,  Mannose,  Galaktose,  NANA, ASN Asparagin.
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Die Glykosylierung kann nur erfolgen, solange die Konformation der im
Faltungsprozess befindlichen Peptidkette die Aktion der OST an den
Konsensusstellen erlaubt. Sie ist in hohem Maße abhängig von der Aktivität
der OST und der Verfügbarkeit von lipidgebundenen Oligosaccharidvorstufen.
Zudem besteht eine Abhängigkeit der Akzeptorwirkung der Konsensusstelle
von der jeweiligen Triplettsequenz. Es ist bekannt, dass nur ca. 30 % aller
Konsensusstellen mit Oligosacchariden besetzt sind (Kornfeld und Kornfeld
1985). Nicht-glykosylierte Sequenzen finden sich zunehmend in Richtung C-
Terminus der Proteine (Gavel und von Heijne, 1990). Threoninhaltige
Akzeptorstellen werden zu einem wesentlich höheren Prozentsatz glykosyliert
als Serinhaltige (Shelikoff et al., 1996). Verschiedene Faktoren können die
Synthese beeinflussen. So resultiert beispielsweise die Verarmung an
Glucose oder Energie in der Synthese verkürzter Oligosaccharide der Struktur
Glc3Man5GlcNAc2 und sukzessive in einer verminderten Glykosylierung (Turco,
1980; Gershman et al., 1981; Rearick et al.,1981a/b). Verantwortlich ist die
Reduktion von Dol-P-Man infolge einer verminderten GDP-Man Synthese
(Chapman und Calhoun, 1988).
Bereits im ER beginnt die Prozessierung der Oligosaccharide mit der
Abspaltung, dem “Trimming”, der drei terminalen Glucosyl- und eines α1,2-
gebundenen Mannosylrestes durch die α-Glucosidasen I und II sowie durch
eine spezifische α1,2-Mannosidase (Abb. 1).
Die weitere posttranslationale Modifikation erfolgt im Golgi-Apparat (Abb. 1)
und bestimmt über die endgültige Struktur des N-Glykans als Komplex-,
Hybrid- oder mannosereichen Typ. In Vertebraten ist der Komplex-Typ am
häufigsten vertreten. Der Transfer aus dem ER ist energieabhängig und
involviert verschiedene membranständige Rezeptoren. Lysosomale Enzyme
unterlaufen einer hochspezifischen Phosphorylierung einiger Mannosylreste,
jeweils am C-Atom 6. Diese Reaktion wird sequentiell durch zwei Enzyme, die
N-Acetylglucosaminylphosphotransferase und die N-Acetylglucosamin-1-
phosphodiester α-N-Acetyl-glucosaminidase, katalysiert. Der Transfer in die
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Lysosomen erfolgt über Mannose-6-phosphat Rezeptoren (von Figura und
Hasilik, 1986).
Die mannosereichen Oligosaccharidketten nicht-lysosomaler Glykoproteine
werden im cis-Golgi durch die α-Mannosidase I zu Man5GlcNAc2 verkürzt und
in den mittleren Zisternen des Golgi einer weiteren Prozessierung
unterzogen. Zunächst wird ein N-Acetylglucosaminylrest durch die N-
Acetylglucosaminyltransferase I übertragen. Dem folgen die Abtrennung
zweier Mannosylreste durch die α-Mannosidase II und eine weitere β1,2-
Verknüpfung mit einem N-Acetylglucosaminylrest durch die N-
Acetylglucosaminyltransferase II. Im trans-Golgi erfolgt abschließend die
Kettenverlängerung durch Galaktosyl- und Sialyltransferasen. Die Synthese
der aktivierten CMP-Sialinsäure ist im Gegensatz zu der weiterer
Zuckernukleotide im Zellkern lokalisiert (Münster et al., 1998). Es entstehen
komplexe biantennäre Oligosaccharide mit der Struktur
Sia2Gal2GlcNAc2Man5GlcNAc2. Durch konkurrierende Aktivitäten verschiedener
N-Acetylglucosaminyltransferasen können zusätzliche Verzweigungen
entstehen. Die terminalen Zuckerreste (Polylactosamin-, Polysialylsequenzen
etc.) variieren abhängig von der Art des jeweiligen Glykoproteins.
Es wird angenommen, daß die terminale Saccharidkomposition ebenso wie
C-terminale Peptidsequenzen für die weitere Bestimmung der Glykoproteine,
z.B. ihre Sekretion, verantwortlich sind. Treten Alterationen der initialen
Glykosylierung im ER auf, kommen v.a. im ER lokalisierte
Qualitätskontrollmechanismen zum tragen, die zur Retention und
Degradation der Glykoproteine führen können. Zu diesen zählt u.a. das an der
Proteinfaltung beteiligte ER-ständige Chaperon Calnexin (Hammond et al.,
1994; Marquardt et al. 1995, Tatu et al., 1997).
1.1.3 Zusammenfassung
Zusammenfassend läßt sich die N-Glykansynthese in drei  Stadien einteilen.
Im ersten Stadium erfolgt die Synthese lipidgebundener Oligosaccharide
(LLO) im ER.  Nach der Übertragung auf naszierende Proteine durch die OST
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(zweites Stadium) wird im dritten Stadium die Synthese durch Prozessierung
der Zuckerketten im Golgi-Apparat komplettiert.
1.2 Mannose
1.2.1 Stoffwechsel
Mannose und viele weitere Monosaccharide sind wesentlicher Bestandteil
der Zuckeranteile von Glykokonjugaten. Ihre Bedeutung wurde aufgrund der
ubiquitären Verfügbarkeit von Glucose und der potentiellen Konversion in
Mannose und andere Zucker lange Zeit unterschätzt.
In eukaryonten Zellen wird GDP-Mannose aus Glucose über Fructose-6-
phosphat, Mannose-6-phosphat und Mannose-1-phosphat synthetisiert
(Abb.2). Katalysiert werden die Reaktionen durch die Enzyme Hexokinase
(HK), Phosphoglucose Isomerase (PGI), Phosphomannose Isomerase (PMI),
Phosphomannomutase (PMM) und GDP-Mannose Synthase.
N-Glykosylierung
Glucose
Glc-6-P Frc-6-P Man-6-P Man-1-P
GDP-Man
Mannose
6-Phosphogluconolacton
1 2
3 4 5
7 6
Cytoplasma
Abb.2 Mannosestoffwechsel: 1. Glucokinase, 2. Hexokinase, 3. PGI, 4. PMI, 5. PMM, 6
GDP-Man-Synthase, 7. G6PDH. GDP-Man ist Substrat der N-Glykosylierung.
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Schlüsselreaktion ist der Umsatz von Fructose-6-phosphat zu Mannose-6-
phosphat durch die in Eukaryonten ubiquitär exprimierte PMI. Deletionen des
PMI Gens in Hefen sind ohne Substitution von Mannose letal (Mendicino and
Rao, 1975; Smith et al., 1992; Gracy and Noltmann, 1968). In höheren
Organismen kann alternativ Serummannose nach Aufnahme in die Zelle und
Phosphorylierung durch eine Hexokinase unabhängig von der PMI in den
Stoffwechsel einfließen.
1.2.2 Transporter
Bis zur Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts befassten sich nur wenige
Studien mit der Bioverfügbarkeit, Resorption und Verteilung von
Monosacchariden in höheren Organismen. Sie konstatierten uniform die
Existenz aktiver Transportsysteme der intestinalen Mucosa nur für Glucose
und Galaktose. Da Hinweise auf einen aktiven intestinalen
Transportmechanismus fehlten,  wurde angenommen, dass Mannose nur
über Diffusion resorbiert wird. Die Transportrate der Mannose beträgt in vitro
wie in vivo 10-30 % derjenigen von Glucose (Deuel et al., 1938; Wilson et
al.,1955). Der bereits 1925 von C.F. Cori beobachteten Unabhängigkeit der
Resorption der Mannose von der luminalen Konzentration wurde
anscheinend wenig Beachtung geschenkt. Phosphorylierte Formen der
Mannose und weiterer Zucker wurden zwar im Serum beobachtet, jedoch als
Intermediärprodukte im Umsatz zu Glucose erklärt. Die Phosphorylierung von
Monosacchariden als Teil eines aktiven Zuckertransports wurde bereits 1942
von Kjerulf-Jensen für Fructose postuliert, konnte aber von anderen
Arbeitsgruppen nicht bestätigt werden (Wilson et al., 1955).
Erst der Nachweis spezifischer Mannosetransporter ließ eine weit größere
Bedeutung exogener Mannose für den Stoffwechsel vermuten. Na+-
abhängige Transporter wurden erstmals 1970 und 1982 in renalen
Tubuluszellen von Hund und Flunder entdeckt (Silverman et al., 1970;
Pritchard et al., 1982). Ein spezifisches intestinales Transportsystem für
Mannose wurde 1994 von Ogier-Denis et al. beschrieben. Caco-2 Zellen
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exprimieren auf ihrer apikalen Oberfläche einen Na+-abhängigen und auf
ihrer basolateralen einen Na+-unabhängigen Transporter (Ogier-Denis et al.,
1994).
Eine intensivere Untersuchung und Charakterisierung der
Mannosetransporter wurde erst im Rahmen der Erforschung der Congenital
Disorders of Glycosylation (CDG, s.u.) lanciert. Charakteristisch für diese
Erkrankungsgruppe ist eine Minderglykosylierung vieler Glykoproteine.
Exogene Mannose wird von CDG-Ia Fibroblasten an Stelle von Glucose für die
Synthese von Oligosacchariden bevorzugt und führt zu einer Korrektur der
Hypoglykosylierung (Panneerselvam and Freeze, 1996a; Panneerselvam et
al., 1997).
Der in Fibroblasten, Hepatomzellen, Makrophagen, gliaähnlichen Zellen,
Mastzellen und renalen Fibroblasten von Ratte und Hund nachgewiesene
Transporter ist hochspezifisch und wird durch Glucose auch in
hochphysiologischen Konzentrationen nicht signifikant inhibiert. Der Kuptake
liegt zwischen 30-70 µM, der Vmax  im Bereich von 5-33 nmol/h/mg Protein
(Panneerselvam and Freeze, 1996b).
In humanem Serum beträgt die physiologische Mannosekonzentration ca. 50
µM (Akazawa et al., 1986; Etchison und Freeze, 1997). Untersuchungen an 35
unterschiedlichen Spezies ergaben Konzentrationen im Bereich von 28-161
µM mit einem Mittelwert von 75 µM (Alton et al., 1998). Diese Daten lassen
eine physiologische Relevanz des Mannosetransporters vermuten.
1.2.3 Physiologische Bedeutung
Markierungsversuche mit [2-3H]Mannose lieferten weitere Erkenntnisse über
die physiologische Relevanz extrazellulärer Mannose. Unter physiologischen
Konzentrationen von Mannose und Glucose (5 mM) fließt der Großteil der
aufgenommenen Mannose (83-90 %) in den Glucosestoffwechsel ein (Alton
et al., 1998). Durch die Katalyse der PMI geht die 3H-Markierung am C-Atom 2
in entsprechendem Umfang verloren. Der Rest kalkuliert für ca. 80 % der
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Mannosylreste in Oligosacchariden. Diese Befunde zeigten, dass Zellen,
zumindest in vitro, Mannose für die Biosynthese von Glykoproteinen
bevorzugen (Alton et al., 1998; Panneerselvam et al., 1997).
1.2.4 Natürliches Vorkommen und Homöostase
Es stellt sich die Frage, welche Faktoren zur Homöostase der Mannose im
peripheren Blut beitragen. Informationen zum Mannosegehalt in
Nahrungsmitteln liegen praktisch nicht vor (Alton et al., 1998; Freeze, 1999a).
Es kann jedoch angenommen werden, dass neben Anteilen freier Mannose
ein Großteil des Monosaccharids in gebundener Form vorliegt. Tierische
Proteine enthalten ca. 0,1-0,2 % Mannose. Ähnliche Relationen werden für
pflanzliche Proteine angenommen (Alton et al., 1998). Daneben  finden sich in
Pflanzen β-Anomere der Mannose mit geringerer biologischer Verfügbarkeit
als Bestandteil vieler Polysaccharide, v.a. Mannane und Galaktomannane
(Alton et al., 1998). Die Art der Diät (pflanzlich, tierisch oder gemischt) hat
anscheinend keinen Einfluß auf die Mannosekonzentration im Serum.
Es wird postuliert, dass die enzymatische Ausstattung der Darmmucosa und
die vom Pankreas sezernierten Enzyme eine suffiziente Degradation der mit
der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate und Glykokonjugate
ermöglichen. Einige an der Prozessierung von Glykoproteinen beteiligte
Golgi-Enzyme werden posttranslational auch auf der Plasmamembran
verschiedener Zellen, u.a. der Enterozyten, exprimiert. Im Bürstensaum
intestinaler Mukosazellen finden sich z.B. die α-Mannosidasen I und II, die
Mannose aus proteingebundenen Oligosacchariden freisetzen (Velasco et al.,
1993). Mit der Nahrung zugeführte Kohlenhydrate werden durch verschiedene
Saccharidasen in Monosaccharide gespalten. Diese werden über spezifische
Transporter (s.o.) resorbiert, zum Teil bereits in den Enterozyten
verstoffwechselt oder gelangen nach transzellulärem Transport als freie
Monozucker in die Blutbahn (Alton et al., 1998).
Die Spezifität des Mannosetransporters weist auf eine ausreichende
Aufnahmekapazität der Zellen hin. Wie theoretische Berechnungen vermuten
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lassen, reicht diätetisch zugeführte Mannose wahrscheinlich nicht aus, um
den Bedarf für die Synthese von Glykokonjugaten zu decken (Alton et al.,
1998). Mannose kann endogen aus Glucose generiert werden. Weitere
potentielle Quellen sind die ko- und posttranslationale Prozessierung  sowie
die Degradation von Glykokonjugaten. Durch die Prozessierung werden ca.
67 % der Mannose aus den Oligosacchariden freigesetzt (Alton et al., 1998).
Durch Recycling von degradierten Glykokonjugaten könnte weitere Mannose
für den Stoffwechsel zur Verfügung stehen (Moore und Spiro, 1994). Freie
Oligosaccharide werden über komplexe intrazelluläre Transportwege der
Degradation in Lysosomen und Cytoplasma zugeführt. Diese Mechanismen
sind durch eine hohe Effizienz gekennzeichnet. Allerdings sind die bisherigen
Studien auf die Verwertung freigesetzter Galaktose, Sialinsäuren und
Aminozucker limitiert. Erkenntnisse zum Verbleib der Mannose fehlen (Alton et
al., 1998; Freeze, 1999a).
Auch wenn all diese Mechanismen zur Homöostase der Mannose beitragen
können, bleibt ihr prozentualer Anteil und letztlich die Herkunft der Mannose,
ob exogen oder endogen, unklar. Zur definitiven Klärung sind sicherlich
weitere Studien erforderlich.
1.2.5 Exogene Zufuhr von Mannose
Es liegen nur wenige Informationen zur Verträglichkeit, Effizienz der
Resorption, ihrer Halbwertzeit im Serum und zur peripheren Verwertung von
Mannose vor. Wood und Cahill stellten 1963 fest, dass oral zugeführte
Mannose geringfügig resorbiert und vermehrt über die Niere ausgeschieden
wird. Des Weiteren führte eine einmalige Dosis von 500 mg/kg KG in einer
20%igen Lösung zu abdominellen Beschwerden mit osmotischer Diarrhöe.
Intravenös infundierte Mannose (500 mg/kg KG als 25%ige Lösung innerhalb
von 5 min) wurde dagegen gut vertragen und verstoffwechselt. Ein
signifikanter Anteil wurde renal ausgeschieden. Die Infusion einer
äquivalenten Menge Mannose über 10 h löste bei den Probanden allerdings
schwere Nebenwirkungen mit Unwohlsein und Sklerenikterus durch Anstieg
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des indirekten Bilirubins aus. Die Serumkonzentrationen erreichten maximal
das 160fache der physiologischen Konzentration (50 µmol/l) (Wood und
Cahill, 1963).
Konträr zu diesen Befunden zeigten neuere Studien eine effektive intestinale
Resorption von Mannose bei Einzelgaben bis 210 mg/kg KG. Diarrhöe trat
erst ab einer Dosis >200 mg/kg KG auf. Weitere Nebenwirkungen wurden
nicht beobachtet. Serumkonzentrationen erreichten bereits nach 90 min
Maximalwerte bis ca. 450 µM und blieben durch sukzessive Gaben in
dreistündlichen Intervallen konstant auf einem erhöhtem Niveau. Die
Halbwertzeit lag bei ca. 4 h (Alton et al., 1997; Mayatepek et al., 1998). Die
intravenöse Applikation von 5,7 g Mannose/kg KG/Tag über drei Wochen bei
einem einzelnen CDG Patienten steigerte die Serumkonzentration bis auf 2
mmol/l und wurde nebenwirkungsfrei vertragen (Mayatepek et al., 1997). Im
Vorfeld durchgeführte Untersuchungen an Ratten zeigten ebenfalls eine
effiziente intestinale Resorption. Maximale Konzentrationen wurden nach ca.
30 min erreicht. Die Halbwertzeit lag bei 30 min. Weder im Darm, im Kot noch
im Urin ließen sich signifikante Mannosemengen nachweisen (Alton et al.,
1998).
Durch Markierungsexperimente konnte weiterer Aufschluss über die
Verwertung der Mannose gewonnen werden. Der Großteil floß in den
Glucosestoffwechsel ein. Dieses belegte die hohe Konversionsrate des
Labels zu 3HOH. Der Rest wurde in Glykoproteine inkorporiert. Leber und
Intestinum wiesen, bezogen auf ihr Feuchtgewicht, den aktivsten Stoffwechsel
und die höchste Mannoseaufnahme auf. Signifikante Mengen fanden sich
auch im Gehirn wieder. Passend zu diesen Befunden lagen die Aktivität der
PMI und der PMI/PMM Quotient als Ausdruck der Syntheseleistung im
Organvergleich in der Leber am  niedrigsten (Alton et al., 1998).
1.2.6 Zusammenfassung
Freie Serummannose besitzt im Säugetierstoffwechsel eine zentrale
Bedeutung, v.a. für die Synthese von Glykokonjugaten. Obwohl der
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Organismus ausreichend mit Enzymen zur Verwertung von in der Nahrung
enthaltener Mannose ausgestattet ist, bleibt ihre Herkunft im Serum unklar.
Prinzipiell können ausreichende Mengen aus Glucose generiert werden. Die
unterschiedliche Expression von Enzymen des Mannosestoffwechsels im
Organismus spricht jedoch deutlich für die Relevanz exogener Mannose.
1.3 Congenital Disorders of Glycosylation (CDG)
1.3.1 Biochemische Grundlagen
Die Congenital Disorders of Glycosylation, ehemals Carbohydrate-deficient
Glycoprotein Syndrome (CDGS), umfassen eine Gruppe seltener erblicher
Multisystemerkrankungen mit heterogenem klinischen Erscheinungsbild.
Erstbeschrieben wurden sie 1980 bei einem Zwillingspaar durch den
belgischen Pädiater J. Jaaken. Gemeinsames biochemisches Merkmal aller
seitdem beschriebenen Formen ist eine Hypoglykosylierung zahlreicher
sezernierter, zellulärer und membrangebundener Glykoproteine. In
Abhängigkeit von der Lokalisation des zugrundeliegenden Enzymdefekts im
Stoffwechsel fehlen einzelne Zuckerreste bis hin zu kompletten
Oligosacchariden.
Als einfachste diagnostische Methode wurde der Nachweis atypischer
Transferrinisoformen mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) etabliert. Das
Transportprotein für Eisen im Serum enthält zwei Konsensusstellen für die N-
Glykosylierung an den Positionen Asn413 und Asn611 (MacGillivray et al., 1983).
95 % der Transferrinmoleküle tragen zwei disialylierte biantennäre N-Glykane.
Die übrigen Glykovarianten enthalten Kombinationen von bi- und
triantennären Strukturen mit einem unterschiedlichem Gehalt an
endständigen Sialinsäuren. In Kontrollseren findet sich eine Normverteilung
mit prominentem tetrasialo-Transferrin (pI 5,4) sowie geringeren Anteilen an
hexa- (pI 5,2), penta- (pI 5,3), tri- (pI 5,6) und disialylierten (pI 5,7) Varianten
(Stibler und Jaeken, 1990). Mono- (pI 5,8) und asialo-Formen (pI 5,9) werden
praktisch nicht beobachtet (de Jong et al., 1995; Carchon et al., 1999).
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Im Serum von CDG-Ia Patienten fand sich im Vergleich zu Kontrollen in der
IEF eine Verschiebung zur Kathode mit vermehrtem di- und asialo-Transferrin
(S2 und S0) sowie eine Reduktion des tetrasialo-Transferrins (S4) um ca. 50
%. Ebenfalls vermindert waren penta- und hexasialo-Transferrin (Jaeken et
al., 1984). Pathologische Bandenmuster in der IEF konnten auch bei weiteren
Glykoproteinen nachgewiesen werden (s.u.). Damit war eine
Hypoglykosylierung als biochemische Expression der Erkrankung evident.
Hinweise auf die Saccharidkomposition der Seitenketten konnten mit dieser
Methode jedoch nicht gewonnen werden.
Die beiden Konsensussequenzen des Transferrin sind zu 85 % mit der
folgenden biantennären Oligosaccharidstruktur, deren theoretisches
Molekulargewicht ca. 2,2 kDa beträgt, verknüpft (Fu und van Halbeek, 1992):
Siaα2→6Galβ1→4GlcNAcβ1→2Manα1→6(Siaα2→6Galβ1→4GlcNAcβ1→2
Manα1→3)Manβ1→4GlcNAcβ1→4GlcNAcβ-1→Asn
Daneben finden sich in geringem Ausmaß (ca. 15 %) triantennäre Strukturen:
Siaα2→6Galβ1→4GlcNAcβ1→2Manα1→6{Siaα2→6Galβ1→4GlcNAcβ1→
2(Siaα2→6Galβ1→4GlcNAcβ1→2)Manα1→3}Manβ1→4GlcNAcβ1→4
GlcNAcβ-1→Asn
Um die Struktur der Oligosaccharide zu analysieren, wurden S4, S2 und S0
mittels Lektin-Affinitätschromatographie, Gelfiltrations-Chromatographie,
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) und Matrix-
unterstützter Laserdesorptions/Ionisations Flugzeitmassenspektrometrie
(MALDI-TOF MS) untersucht. Normal strukturierte biantennäre Glykane fanden
sich nur bei S4 und S2. Bei S0 konnten keine Oligosaccharide detektiert
werden. Die drei Varianten des Transferrins unterschieden sich im
Molekulargewicht um 2,2 und 4,4 kDa respektive, entsprechend dem Fehlen
einer bzw. zweier Zuckerseitenketten. Die Monoglykosylierung der S2 Form
zeigte keine Präferenz für eine der beiden Konsensusstellen.
Posttranslationale Modifikationen oder eine Degradation der Glykane konnten
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ausgeschlossen werden (Wada et al., 1992 und 1994; Yamashita et al.,
1993a/b).
Die beschriebenen Molekulargewichtsunterschiede kommen auch in der
SDS-PAGE nach Immunpräzipitation oder mit konsekutivem Western Blot zur
Darstellung (Marquardt  et al., 1992; Seta et al., 1996).
Als Ursache für das Fehlen kompletter Oligosaccharide wurden zum einen
ein Defekt der Übertragung lipidgebundener Oligosaccharide (LLO) auf das
Proteingerüst durch die Oligosaccharyltransferase (OST), zum anderen
Synthesestörungen der LLO bzw. ihrer Substrate postuliert. Aktivitäten der
OST in CDG-Ia Fibroblasten unterschieden sich nicht von Kontrollen (Knauer
et al., 1994).
Der Gehalt an Dolicholphosphat als Grundgerüst der Synthese war in
Fibroblasten dreier japanischer Patienten ebenso normal wie die Aktivität der
GlcNAc-1-P Transferase. Diese katalysiert den ersten Schritt der Synthese der
LLO (Yasugi et al., 1994). Das Produkt ist Dol-PP-N-GlcNAc.
Markierungsversuche mit [3H]Mannose zeigten einen reduzierten
Gesamtgehalt an Mannose in CDG-Ia Fibroblasten. Dabei waren sowohl
phosphorylierte Mannosederivate (Man-6-P, Man-1-P und GDP-Man) als auch
der Einbau von Label in LLO und Asn-gebundene Oligosaccharide (protein
derived oligosaccharides, PDO) vermindert. Im Vergleich zu Kontrollen (fünf
bis neun Mannosylreste) synthetisierten CDG Fibroblasten, neben vermehrt
verkürzten LLO mit fünf und weniger Mannosylresten, nur 30 - 35 % der
Absolutmenge an LLO. Da die OST Man9-Strukturen und mit geringerer
Affinität auch kleinere LLO, die zum Teil im Golgi weiter prozessiert werden
können, auf das Proteingerüst übertragen kann, erklärt sich die
Hypoglykosylierung v.a. durch das geringere Angebot an LLO (Powell et al.,
1994; Körner et al., 1998a).
Verschiedene Defekte z.B. der Mannosyltransferasen, der Dolicholsynthese
oder der Dolichol Kinase sind in Hefemutanten beschrieben worden. Ähnlich
den CDG resultieren sie in einer Verkürzung der LLO, jedoch fällt eine
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homogenere Größenverteilung auf. Diese Befunde sprachen für
Veränderungen der Verfügbarkeit von Monosacchariden, Zuckernukleotiden
oder der Aktivität entsprechender Transferasen. Der reduzierte Pool
phosphorylierter Mannosederivate war der erste H.a. die Genese des
zugrundeliegenden Defekts (Powell et al., 1994; Krasnewich et al., 1995)
Der Zusatz von Mannose zum Kulturmediun führte zu einer Korrektur sowohl
der Größe der LLO als auch der Minderglykosylierung in CDG-Ia Zellen
(Panneerselvam and Freeze 1996a; Rush et al., 2000). Des Weiteren ließ
sich eine Hypoglykosylierung in Säugerzellen durch Glucoseentzug
provozieren (Turco, 1980; Gershman et al., 1981; Rearick et al.,1981a/b;
Chapman und Calhoun, 1988). Beide Befunde ließen eine Störung der
Mannosesynthese aus Glucose vermuten.
Die Aktivitäten der an der Synthese von Mannose-6-phosphat beteiligten
Enzyme Hexokinase, Phosphoglucose Isomerase und Phosphomannose
Isomerase lagen im Normbereich (Panneerselvam and Freeze, 1995).
1995 konnte eine Störung des Umsatzes von Mannose-6-phosphat zu
Mannose-1-phosphat infolge einer Defizienz der Phosphomannomutase
(PMM) in Fibroblasten, Leukozyten und Hepatozyten mit konsekutivem Mangel
an GDP-Mannose nachgewiesen werden (Abb. 3). Die Aktivitäten der PMM
untersuchter Patienten lagen im Vergleich zu Kontrollen unter 10 % (van
Schaftingen et al., 1995).
Weitere Enzymdefekte wurden bisher für den in dieser Arbeit beschriebenen
Indexpatienten (Typ Ib) (Abb. 3) und die Typen Ic-e und IIa-c aufgeklärt und
charakterisiert.
Klinisch präsentieren sich die CDG mit schwerer mentaler und
psychomotorischer Retardierung, einer Hepatopathie und Störungen des
Gerinnungssystems. Formen ohne neurologische Beteiligung waren bis zum
Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Das klinische Bild variiert abhängig vom
ursächlichen Defekt stark in seiner Ausprägung und soll später für die
einzelnen CDG Typen ausführlicher erläutert werden.
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Die Typen Ic-e ähneln in ihrer Symptomatik dem Typ Ia, stellen jedoch teils
mildere, teils schwerere Verlaufsformen dar. Erklärungsversuche bleiben
hypothetisch. Organspezifische Isoenzyme könnten die klinische Varianz
bedingen. Auch die Lokalisation im Stoffwechsel könnte eine Rolle spielen.
Ein solitärer Mangel an Glucosylresten ist mit einem milderem Phänotyp
assoziiert (CDG Ic). Dagegen ist GDP-Mannose sowohl Substrat der N-
Glykosylierung als auch der Synthese des Glykosylphosphatidylinositol
Ankers, GDP-Fucose, für die C-Mannosylierung und O-Glykosylierung. Ein
Mangel betrifft multiple Stoffwechselwege und  ist mit schwereren Phänotypen
assoziiert (z.B. CDG-Ia).
Da postuliert wird, daß ca. 1 % des humanen Genoms für Proteine/Enzyme
codiert (Freeze, 1998), die an der Synthese, der Erkennung und dem
Transport von Oligosacchariden beteiligt sind, stellen die bisher bekannten
Glykosylierungsdefekte vermutlich nur einen geringen Prozentsatz der CDG
dar. Einige Erkrankungen mit Alterationen der Glykokonjugation wurden
bereits vor den CDG beschrieben. Die zugrundeliegenden Defekte sind nur
N-Glykosylierung
Glucose
Glc-6-P Frc-6-P Man-6-P Man-1-P
GDP-Man
Mannose
6-Phosphogluconolacton
1 2
Abb. 3. Enzymdefekte bei CDG-Ia und CDG-Ib. 1 Phosphomannose Isomerase (PMI)
(Indexpatient, CDG-Ib), 2 Phosphomannomutase (PMM)(CDG-Ia). GDP-Mannose kann
lediglich in deutlich vermindertem Ausmaß durch Restaktivitäten der Enzyme synthetisiert
werden.
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zum Teil bekannt, Störungen der Glykosylierung sind aber evident.
Möglicherweise werden sie in Zukunft ebenfalls als CDG klassifiziert.
1.3.2 Nomenklatur
Unter der alten Bezeichnung Carbohydrate-deficient Glycoprotein Syndrome
(CDGS) wurden alle Subtypen in der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung
aufgelistet. Unterschieden wurden sie durch das Bandenmuster in der
isoelektrischen Fokussierung in Kombination mit der klinischen
Symptomatik. Mit der Entdeckung verschiedener Enzymdefekte auch bei
identischen Bandenmustern kam es zunehmend zu Subklassifizierungen mit
abnehmender Übersichtlichkeit. Im Rahmen des First International Workshop
on CDG [Leuven, Belgium, November 12-13, 1999] wurde daher eine
Vereinfachung der Nomenklatur beschlossen (Participants of the “First
International Workshop on CDG”, 1999 und 2000). Um der wachsenden Zahl
unterschiedlicher erblicher Glykosylierungsdefekte, die nicht auf
Glykoproteine beschränkt sein müssen, gerecht zu werden, wurde des
Weiteren die Umbenennung der Erkrankungsgruppe in Congenital Disorders
of Glycosylation unter Beibehaltung der gebräuchlichen Kurzform CDG
vereinbart. Zugleich ermöglicht der Name die Trennung von erworbenen bzw.
sekundären Glykosylierungsstörungen. Diese könnten unter dem Akronym
ADG (Aquired Disorders of Glycosylation) subsumiert werden.
Die Aufteilung in zwei Gruppen mit römischen Zahlen erfolgt in Abhängigkeit
von der Lokalisation des Defektes im Stoffwechsel. Subklassifiziert wird in
alphabetischer Reihenfolge. Gruppe I werden Synthesedefekte der
lipidgebundenen Oligosaccharide (LLO) bis zur Übertragung auf das
Proteingerüst durch die Oligosaccharyltransferase zugeordnet.
Charakteristisch ist das Fehlen kompletter Zuckerseitenketten.
Prozessierungsdefekte der Glykoproteine werden in Gruppe II
zusammengefasst.
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Den zwei Gruppen zugehörige CDG können als Typen bezeichnet werden.
Dieser Terminus entfällt jedoch im eigentlichen Namen (CDG-Ix/IIx). Eine
Typisierung erfolgt erst nach Beschreibung des genetischen Defekts (Tab.1).
In der Literatur als CDG Typen III, IV und V beschriebene Formen werden
verworfen und, soweit ihre Defekte nicht identifiziert wurden (IV=Id, V=Ic), als
CDG-x eingestuft.
Typ Enzymdefekt Lokalisation
CDG-Ia Phosphomannomutase (PMM2) Cytosol
CDG-Ib Phosphomannose Isomerase (PMI) Cytosol
CDG-Ic Glucosyltransferase I (ALG6) ER
CDG-Id Mannosyltransferase (ALG3) ER
CDG-Ie DolP-Man Synthase (DPM1) ER-Membran
(cytosolisch)
CDG-IIa N-Acetylglucosaminyltransferase II
(MGAT II)
Golgi-Apparat
CDG-IIb Glucosidase I (GCS 1) ER
CDG-IIc GDP-Fucose Transporter Golgi-Apparat
Tab. 1. Congenital Disorders of Glycosylation (CDG)
Eine direkte Anlehnung an die Lokalisation der Defekte in verschiedenen
Zellkompartimenten oder an unterschiedliche Fokussierungsmuster erfolgt
nicht mehr. Optional ist auch die Generierung weiterer Gruppen möglich.
Inwieweit Erkrankungen mit Defekten im katabolen Stoffwechsel der
Oligosaccharide, Alterationen der O- und der kürzlich beschriebenen C-
Glykosylierung sowie weiterer Glykokonjugate in Zukunft in die Nomenklatur
integriert werden, ist derzeit nicht abzusehen.
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1.3.3 CDG Typen
1.3.3.1 CDG-Ia
CDG-Ia ist der klassische und mit mehr als 300 Patienten weltweit häufigste
Vertreter der CDG und wird durch eine Defizienz der Phosphomannomutase 2
(PMM2) verursacht (van Schaftingen et al., 1995). Das zugehörige Gen konnte
auf Chromosom 16p13 lokalisiert werden (Matthijs et al., 1997a/b; Wada und
Sakamoto, 1997; Carchon et al., 1999). Groß- und Kleinhirn weisen
interessanterweise eine eher niedrige Expression der PMM2 im Vergleich
zum Isoenzym PMM1 auf (Pirard et al., 1997 und 1999a). Der für die
neurologische Beteiligung verantwortliche Pathomechanismus ist ungeklärt
Mittlerweile sind über 30 verschiedene Mutationen beschrieben. Die Schwere
der Erkrankung korreliert möglicherweise mit der Restaktivität der PMM2 und
der organspezifischen Aktivität der PMM1 (Pirard et al., 1999b).
Die pathognomonische Symptomtrias Strabismus convergens, invertierte
Mamillen und Fettverteilungsstörung mit auffälligen lumboglutealen
Fettpolstern ermöglicht im Säuglingsalter häufig die Blickdiagnose. Mit
zunehmendem Alter bleibt nur der Strabismus bestehen.
Frühzeitig fallen eine psychomotorische Retardierung und eine
Gedeihstörung auf. Fakultativ finden sich eine erhöhte Infektanfälligkeit,
Gerinnungsstörungen sowie eine kardiale, hepatische, renale und retinale
Beteiligung. Des Weiteren treten sogenannte “stroke-like episodes” (zeitlich
limitierte schlaganfallähnliche Symptome) ohne pathologisches Korrelat in
der Bildgebung (MRT/CT), ein Anfallsleiden, Ataxie und Polyneuropathie auf.
Symptome und Schweregrad der Erkrankung variieren abhängig vom
Lebensalter. Die Mortalität liegt bei ca. 20 % (Carchon et al., 1999).
Erwachsene Patienten über 30 Jahre sind beschrieben (Stibler et al., 1994).
Eine kurative Therapie konnte trotz intensiver Bemühungen bislang nicht
entwickelt werden (Marquardt et al. 1997).
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1.3.3.2 CDG-Ic
Patienten mit  CDG-Ic ähneln klinisch dem CDG-Ia, jedoch ist die Ausprägung
v.a. neurologisch milder. Auffällig ist die hohe Inzidenz von Krampfanfällen bei
Infektionen (Hanefeld et al., 2000). Untersuchungen der LLO in
Patientenzellen enthüllten eine Akkumulation von Man9GlcNAc2-P-P-Dol
aufgrund einer verminderten Glucosylierung durch die α1,3-
Glucosyltransferase. Dieses Substrat wird nur schlecht von der OST auf
Glykoproteine übertragen. Da der Defekt nur partiell ist, werden dennoch
einige vollständige LLO transferiert. Mutationen konnten in dem aus Hefen
bekannten orthologen ALG6 Gen, dem hALG6, nachgeweiesen werden. In der
IEF zeigt sich eine CDG-Ia ähnliche Verteilung der Transferrin-Isoformen
(Burda et al., 1998; Körner et al.,1998c; Imbach et al., 2000a;).
1.3.3.3 CDG-Id
Dem ehemaligen CDGS Typ IV, jetzt CDG-Id, liegt ursächlich ein Defekt der
α1,3-Mannosyltransferase zugrunde (Stibler et al., 1995; Körner et al., 1999a).
Die akkumulierenden Man5GlcNAc2-P-P-Dol Strukturen dienen der OST
alternativ als Substrat und können nach dem Transfer auf Proteine weiter
prozessiert werden. Die Übertragungsrate ist jedoch gering, so dass sich
eine Hypoglykosylierung trotz einer nur partiellen Defizienz des Enzyms
ausbildet. Mutationen finden sich auf dem humanen Ortholog des ALG3
Genes in S. cervisiae. In der IEF findet sich prozentual weniger asialo-
Transferrin als bei CDG-Ia. Klinisch präsentiert sich eine dem CDG-Ia ähnlich
schwere, neurologisch betonte Multiorganerkrankung. Der einzige bislang
bekannte Patient fiel in der Neonatalphase durch schwere Krampfanfälle auf.
Weitere klinische Merkmale sind eine Mikrozephalie, schwere
psychomotorische Retardierung, Visusstörungen und Skelettdeformitäten.
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1.3.3.4 CDG-Ie
Beim CDG-Ie akkumulieren ebenfalls Man5GlcNAc2-Formen der LLO.
Mutationen finden sich im Dolicholphosphat-Mannose Synthase I Gen, das für
die cytosolische Untereinheit der Dol-P-Man Synthase codiert (Imbach et al.,
2000b; Kim et al., 2000). Es besteht wie bei den anderen Formen der CDG
eine Restaktivität des Enzyms. Der Mangel an Dol-P-Man kann auch zu
Störungen der C-Glykosylierung und der Synthese des
Glykosylphosphatidylinostol Ankers führen. Die IEF zeigt deutlich vermehrtes
di- und nur wenig asialo-Transferrin. Betroffene Patienten leiden an
generalisierter muskulärer Hypotonie, multifokaler Epilepsie, kortikaler
Blindheit, Dysmorphien etc. und imponieren v.a. durch eine fast vollständig
ausbleibende psychomotorische Entwicklung.
1.3.3.5 CDG-IIa
CDG-IIa resultiert aus einer Defizienz der GlcNAc-Transferase II (GnTII)
(Jaeken et al., 1994). Dieses im cis-Golgi lokalisierte Enzym katalysiert die
Verknüpfung des Manα1→6-Arms des N-Glykans mit einem GlcNAc-Rest. Bei
einem Defekt der GnTII ist die Synthese komplexer verzweigter Glykane nicht
möglich, während der andere Arm des N-Glykans normal prozessiert wird. In
der IEF und der SDS-PAGE finden sich fast ausschließlich disialo-Transferrin
bzw. eine homogene Transferrinpopulation mit reduziertem Molekulargewicht.
Es fehlen jeweils die drei terminalen Zuckerreste Sialinsäure, Galactose und
N-Acetylglucosamin am Manα1→6-Arm. Mutationen wurden im MGAT2 Gen
nachgewiesen (Tan et al., 1996). Im Vergleich zu CDG-Ia zeigt die Erkrankung
einen gravierenderen Verlauf mit mentaler und motorischer Retardierung.
Kleinhirnatrophie und periphere Polyneuropathie finden sich nicht (Schachter
und Jaeken, 1999).
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1.3.3.6 CDG-IIb
Eine Defizienz der Glucosidase I führt zu dem Krankheitsbild der CDG-IIb (de
Praeter et al., 2000). Dieses Enzym entfernt spezifisch distale α-1,2-
gebundene Glucosylreste nach dem en bloc Transfer der LLO auf
neusynthetisierte Glykoproteine im endoplasmatischen Retikulum. Alternativ,
jedoch mit deutlich geringerer Effizienz, können Glc3Man Strukturen durch eine
im Golgi lokalisierte Endo-α-1,2-Mannosidase abgespalten werden.
Wegweisend für die Diagnose war der Nachweis einer exzessiven
Ausscheidung von Glc3Man im Urin der Indexpatientin. Die Auswirkung des
Prozessierungsdefektes auf die Struktur Asn-gebundener Oligosaccharide ist
nicht untersucht. Interessanterweise fanden sich keine atypischen Isoformen
in der IEF von Serumtransferrin und vom β-trace Protein im Liquor. Klinisch
imponierten bei dem im Alter von zwei Monaten verstorbenen Kind eine
generalisierte Hypotonie, v.a. faciale Dysmorphien und eine Hypoventilation
mit rezidivierenden Apnoen. Im Verlauf entwickelte die Patientin eine
Hepatomegalie, eine demyelinisierende Polyneuropathie und eine
generalisierte Epilepsie.
1.3.3.7 CDG-IIc
Leucocyte Adhesion Deficiency Type II (LAD II) ist eine 1992 von Etzioni et al.
erstmalig beschriebene hämatologisch-immunologische Erkrankung, die
durch eine Störung der Extravasation von Leukozyten in periphere Gewebe
charakterisiert ist. Ursächlich ist eine Hypofucosylierung von Glykokonjugaten.
Typischerweise besteht ein Mangel an fucosyliertem Sialyl-Lewis X (SLex),
einem Oberflächenantigen der Leukozyten, das als Ligand für Selectine des
Gefäßendothels dient. Während bislang ein Defekt der de novo Synthese von
GDP-Fucose vermutet wurde (Sturla et al., 1998; Körner et al., 1999b) liegt
zumindest bei einigen Patienten eine Störung des GDP-Fucose Imports in
den Golgi-Apparat vor (Lübke et al., 1999). Eine Defizienz des GDP-Fucose
Transporters konnte bei drei Patienten auch molekulargenetisch gesichert
werden (Lübke et al., 2001; Lühn et al., 2001). Der Phänotyp präsentiert sich
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mit rezidivierenden Infektionen, gravierender Entwicklungs- und
Wachstumsretardierung, Muskelhypotonie, Mikrocephalie, Frontallappen-
atrophie, Bombay Blutgruppe und multiplen äußeren Stigmata. Eine Therapie
mit oraler Fucosesubstution zeigte sich bei einem Patienten mit
Transporterdefizienz erfolgreich (Marquardt et al., 1999). Dagegen fanden sich
bei einigen Patienten mit reduzierter Aktivität des Transporters abweichende
kinetische Merkmale ohne Veränderung des Vmax des Enzyms. Dies wurde
als Erklärung für die Ineffizienz der Fucosetherapie bei diesen Patienten
gewertet (Sturla et al., 2001).
1.4 Erkrankungen mit Beteiligung der Glykosylierung
1.4.1 Congenital Dyserythropoetic Anemia II
Congenital Dyserythropoetic Anemia Typ II (CDA II) bzw. HEMPAS (hereditary
erythroblastic multinuclearity with positive acidified serum lysis test) ist die
häufigste autosomal rezessiv vererbte Anämieform, charakterisiert durch
ineffektive Erythropoese, multinukleäre Erythroblasten und sekundäre
Hämosiderose (Fukuda, 1999). Die klinische Ausprägung ist zumeist mild
und erfordert nur selten Transfusionen. Eine neurologische Beteiligung findet
sich selten (Fukuda, 1999). Die Inzidenz eines Diabetes ist hoch und steht
möglicherweise im Zusammenhang mit einer durch Exposition sonst
kryptischer Antigene ausgelösten Autoimmunreaktion (Fukuda, 1999).
Untersuchungen von erythrozytären Membranglykoproteinen (z.B. Band 3)
zeigten einen Mangel an Polylactosaminen (Fukuda, 1999). Dagegen fand
sich in Zellmembranen ein erhöhter Anteil an polylactosaminylierten
Glykolipiden. In Strukturanalysen der Oligosaccharide fielen v.a.
Hybridstrukturen mit SiaGalGlcNAcMan5GlcNAc2-Asn auf und ließen einen
Prozessierungsdefekt im Golgi Apparat vermuten. Ein primärer Defekt konnte
bislang nicht aufgedeckt werden. Bei zwei Patienten wurden reduzierte
Aktivitäten der α-Mannosidase II (MII) nachgewiesen (Fukuda et al., 1990). In
einem Fall wurden Mutationen im codierenden Bereich der MII gefunden
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(Fukuda, 1999). Dagegen wiesen Linkage-Analysen bei einigen Patienten auf
einen als CDAN2 bezeichneten Genlokus auf Chromosom 20q11.2 hin
(Gasparini et al., 1997) während bei weiteren Patienten keine Zuordnung zu
einem der o.g. Enzyme/Gene möglich war (Iolascon et al., 1998). Eine
Defizienz einer kürzlich beschriebenen α-Mannosidase IIx (Chui et al., 1997)
wurde in keinem Fall gefunden. Möglicherweise wird die Erkrankung durch
den Defekt eines Transkriptionsfaktors, der die Expression von MII und GnTII
reguliert,  verursacht (Iolascon et al., 1997)
1.4.2 Defekte der O-Glykosylierung
Das Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS), ein X-chromosomal rezessives
Syndrom, ist die bislang einzige bekannte Erkrankung mit einer Alteration der
O-Glykosylierung (Durand und Seta, 2000). Bei dieser findet sich eine
abnorme Expression eines O-glykosylierten integralen Membranproteins
(CD43) mononukleärer Zellen. Die Aktivitäten der O-Glykosyltransferasen,
core-2-GlcNAc-Transferase und α-2,6-Sialyltransferase sind erhöht. Das
sogenannte WAS Protein (WASP, Genlokus: Xp11.22-11.23) ist vermindert.
Möglicherweise ist es an der Expressionsregulation der o.g.
Glykosyltransferasen beteiligt (Huang et al., 2000). Es wird in allen Zellen des
hämatopoetischen Systems exprimiert (Montgomery und Scott, 2000). Diese
gravierende Erkrankung ist durch Thrombozytopenie, atopische Dermatitis
und Immundefizienz charakterisiert (Buckley, 2000). Vor allem die humorale
Antwort auf Polysaccharidantigene ist deutlich reduziert. Einzig kurativ ist
derzeit die Knochenmarkstransplantation. Neue gentherapeutische Ansätze
mit dem WAS Protein erscheinen vielversprechend (Huang et al., 2000)
1.4.3 Defekte der C-Glykosylierung
Defekte der kürzlich entdeckten C-Glykosylierung bzw. C-Mannosylierung sind
bislang nicht beschrieben (Doucey et al., 1998).
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1.4.4 Defekte der Glykosylierung infolge somatischer
Mutationen
Die Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH, nächtliche Hämoglobinurie)
beruht auf einer somatischen Mutation des X-chromosomalen PIG-A Gens in
hämatopoetischen Stammzellen (Young und Maciejewski, 2000). Aus bislang
ungeklärten Gründen kommt es zu einer Selektion mutierter Klone. Das PIG-A
Gen kodiert für eine GlcNAc-Transferase, die den ersten Schritt der Synthese
des Glucosylphosphatidylinositol (GPI) Ankers katalysiert (Rosti, 2000). Bleibt
die Übertragung des N-Acetylglucosamins auf Phosphatidylinositol aus, kann
keine weitere Verlängerung der Kohlenhydratkette erfolgen. Konsekutiv
weisen Zellen des hämatologischen Systems eine Defizienz aller GPI-
gebundenen Proteine auf. Klinisch präsentiert sich die PNH mit chronischer
intravaskulärer Hämolyse, venösen Thrombosen und Zytopenie. Letztere
basiert auf einer Hypoplasie des Knochenmarks. Der klinische Verlauf ist
hochvariabel. 10-Jahres Überlebensraten liegen zwischen 50 % und 71 %.
Gehäuft entwickelt sich ein myelodysplastisches Syndrom (MDS) oder eine
akute Leukämie (Raiola et al., 2000). Die Therapie ist derzeit palliativ.
Vielversprechende kurative Ansätze involvieren die
Knochenmarkstransplantation (Raiola et al., 2000).
1.4.5 Sekundäre Affektionen der N-Glykansynthese
1.4.5.1 Übersicht
Es gibt Erkrankungen, die mit sekundären Variationen oder Störungen der
Glykosylierung einhergehen. So führen z.B. Infektionen zu Änderungen des
Oligosaccharidprofils v.a. von Akutphase-Proteinen. Akute Infektionen
bedingen häufig eine Reduktion, chronische eine Vermehrung der
Verzweigungen proteingebundener Oligosaccharide (Durand and Seta,
2000).
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Immunkomplexe von Patienten mit rheumatoider Arthritis weisen konstant
einen hohen Anteil an asialo-agalaktosyl IgG auf (Brockhausen et al., 1998).
Einflüsse auf die Expression der β4-Gal-Transferase in B-Zellen werden als
ursächlich diskutiert. Äquivalente Hypogalaktosylierungen finden sich auch
bei Tuberkulose, Sarkoidose, Ostheoarthritis und M. Crohn (Brockhausen et
al., 1998).
Veränderte Kohlenhydratstrukturen, sogenannte Tumor-assoziierte
Kohlenhydrat Antigene (TACAs), werden von vielen neoplastischen Zellen
exprimiert und sind auch auf einigen Serumproteinen, z.B. dem α-Fetoprotein
(AFP), nachweisbar. Betroffen sind neben der N- und O-Glykosylierung von
Glykoproteinen auch Glykolipide. O-Glykane und Glykolipide weisen eine
reduzierte Glykosylierung auf, N-Glykane v.a. einen höheren
Verzweigungsgrad und atypische Fucosylierung. Die Expression ist
hochspezifisch für unterschiedliche Krebsarten. Ihr potentieller Nutzen als
Tumormarker, prognostischer Faktor und für immunologische
Therapieansätze ist Gegenstand intensiver Forschung (Brockhausen et al.,
1998; Durand and Seta, 2000).
O-glykosylierte Muzine und teilweise auch N-glykosylierte  Proteine von
Mucoviscidose-Patienten sind häufig hyposialyliert (Brockhausen et al., 1998).
Des Weiteren findet sich eine vermehrte Fucosylierung von Glykoproteinen.
Es wird spekuliert, dass Mutationen des Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator-Gens (CFTR) einen abnorm niedrigen pH im Golgi-
Apparat bedingen, der die Aktivität verschiedener Glycosyltransferasen
verändert (Brockhausen et al., 1998). Verschiedene Studien ergaben eine
verminderte Sialyltransferaseaktivität und gesteigerte die Aktivitäten der Gal-,
Fuc-, Man- und Sulfotransferasen. Diese Störungen könnten
pathophysiologisch im Zusammenhang mit einer vermehrten Empfindlichkeit
für bakterielle Infektionen stehen (Brockhausen et al., 1998).
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1.4.5.2 Galaktosämie
Die “klassische” Galaktosämie ist eine schwere Stoffwechselerkrankung mit
einer Inzidenz von 1 : 60 000 (Chen, 2000). Ursächlich ist ein Defekt der
Galaktose-1-phosphat-uridyl-transferase, der in einem intrazellulären Aufstau
von Galaktose-1-phosphat und Galactitol resultiert. Die Akkumulation soll
über die Hemmung mehrerer Enzyme Organschäden verursachen. Betroffen
sind v.a. Phosphoglucomutase, Glucose-6-phosphatase und Glucose-6-
phosphatdehydrogenase (Löffler, 1990). Durch bislang ungeklärte
Mechanismen kommt es auch zu Störungen der Glykosylierung. V.a. ist der
Gehalt an Galaktose und NANA in Glykoproteinen und Glykolipiden vermindert
(Jaeken und Carchon, 1993; Petry et al., 1998; Charlwood et al., 1998).
Äquivalent zu den CDG finden sich vermehrt hyposialylierte
Transferrinisoformen in der IEF (Jaeken et al., 1992). Als mögliche Ursachen
werden eine verminderte Verfügbarkeit von UDP-Galaktose oder ein
inhibitorischer Effekt auf die Galaktosyltransferase diskutiert (Charlwood et
al., 1998). Eine Inhibition von Schlüsselenzymen der Glykosylierung (Sialyl-
und Galaktosyltransferase) konnte bisher allerdings nicht nachgewiesen
werden (Stibler et al., 1997). Therapeutisch ist eine galaktosefreie Diät
lebensnotwendig. Darunter kommt es zu einer Remission der
Hypoglykosylierung (Winchester et al., 1995). Ohne Diät präsentiert sich ein
letales Krankheitsbild mit Ikterus, Hepatomegalie, Hypoglykämie,
Gedeihstörung, Entwicklungsretardierung, Lethargie und epileptischen
Anfällen (Chen, 2000).
1.4.5.3 Hereditäre Fructose Intoleranz (HFI)
Ein Defekt der Fructose-1-phosphat Aldolase B verursacht die hereditäre
Fructose Intoleranz. Die intrazelluläre Akkumulation des Fructose-1-phosphat
nach Ingestion von Fructose oder Sucrose führt v.a. zur toxischen Schädigung
von Leber, Nieren und Dünndarmmucosa, die die Aldolase B exprimieren (Ali
et al., 1998). Erste Symptome treten erst nach Umstellung von Muttermilch auf
fructosehaltige Nahrung auf. Charakteristisch sind Übelkeit, Erbrechen und
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eine metabolische Acidose. Akut kann sich eine schwere Hypoglykämie durch
Hemmung der Glycogenolyse und Gluconeogenese entwickeln. Bei
Aufnahme größerer Mengen des Zuckers können Krampfanfälle bis hin zum
Koma auftreten. Wird eine Fructose-arme Diät nicht eingehalten kann die
Erkrankung infolge von irreversiblen Organschädigungen, v.a. der Leber, zum
Tod des Patienten führen (Ali et al., 1998). Durch isoelektrische Fokussierung
läßt sich auch bei diesem Stoffwechseldefekt, wenn unbehandelt, eine
Glykosylierungstörung anhand einer kathodischen Verschiebung der
Transferrinisoformen nachweisen (Adamowicz und Pronicka, 1995).
Verantwortlich gemacht wird eine signifikante Inhibition der
Phosphomannose Isomerase durch Fructose-1-phosphat (Jaeken et al.,
1996).
1.4.5.4 Alkoholabusus
Die Glykosylierung kann auch durch exogene Noxen gestört werden.
Täglicher Konsum von 50-80 g Ethanol über mindestens eine Woche führt
bereits zu einer signifikanten Hypoglykosylierung (Stibler, 1991). Diese läßt
sich v.a. in der IEF von Transferrin und α1-Antitrypsin darstellen. Eine
Hypoglykosylierung weiterer Proteine konnte bislang nicht nachgewiesen
werden. Neuere Publikationen beschreiben das Fehlen kompletter
Kohlenhydratseitenketten wie bei CDG-Ia (Landberg et al., 1995; Henry et al.,
1999; Bergen et al., 2001). Glykosylierte Konsensusstellen tragen normale
Oligosaccharide (Sia2Gal2GlcNAc2Man3GlcNAc2). Inwieweit auch verkürzte
Strukturen mit fehlendem terminalen Trisacchariden, wie früher beschrieben
(Stibler und Borg, 1986), auftreten ist unklar. Die toxische Wirkung des
Ethanols auf die Glykosylierung wird v.a. auf den Metaboliten Acetaldehyd
zurückgeführt. Dieser modifiziert die Proteinstruktur durch Bildung von
Schiff´schen Basen mit Lysin und könnte so die Funktion oder Glykosylierung
von Proteinen über Änderungen der Konformation oder Struktur der Moleküle
behindern (Stibler und Borg, 1991). Untersuchungen an Ratten und
humanen Proben zeigten sowohl verminderte Mengen an Dolichol und
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Dolicholphosphat als auch reduzierte Aktivitäten diverser
Glykosyltransferasen (Stibler, 1991; Cottalasso et al., 1996). Die
Hypoglykosylierung ist temporär und kann im Verlauf durch die prozentuale
Bestimmung des Carbohydrate-deficient Transferrin (CDT) beobachtet
werden. Die Halbwertszeit des CDT wurde mit 10 - 14 Tagen bestimmt
(Stibler und Borg, 1991) während die von normalem Transferrin 8-10 Tage
beträgt (Jeppsson et al, 1993). Die Höhe des CDT Wertes korreliert mit der
Gesamtmenge des konsumierten Alkohols und dem Blutalkoholspiegel. Die
komplexen Wirkungen des Ethanols und seiner Metabolite bleiben unklar.
Jedoch führen sie als Ausdruck des Mißbrauchs zu einer Summe
pathobiochemischer Befunde mit deutlichen Auswirkungen auf den
Organismus. Besonders schwerwiegend führt sie, bei mütterlichem Abusus,
zum fetalen Alkoholsyndrom, dessen klinische Ausprägung Parallelen zu den
CDG aufweist. Eine Hypoglykosylierung als mögliche pathobiochemische
Ursache wird in der Literatur allerdings nicht erwähnt. Vermutlich besteht ein
Zusammenhang mit erhöhten Acetaldehydspiegeln im Serum von
Alkoholikerinen (Hard et al., 2001). Charakteristischerweise zeigen sich eine
psychomotorische Retardierung mit variablem Schweregrad, faciale
Dysmorphien mit betont schmaler Oberlippe und kardiale Defekte (Stoll und
Kliegmann, 2000).
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2. Zielsetzung
Vor der Erstbeschreibung der Phosphomannomutase (PMM2) Defizienz als
Ursache des CDGS Typ I (heute CDG-Ia) wurden Patienten anhand des
charakteristischen Bandenmusters in der isoelektrischen Fokussierung
diagnostiziert. Frühzeitig viel auf, dass eine große Bandbreite in der
klinischen Ausprägung bestand. Auch fanden sich weitere atypische
Bandenmuster, die anderen Typen zugeordnet wurden. Man schrieb dies
zunächst einer großen Heterogenität der Erkrankung zu. Dass sich dahinter
unterschiedliche Defekte verbargen, zeigte sich erst nach der Entdeckung der
PMM Defizienz. Ca. 20 Prozent der untersuchten Patienten wiesen diesen
Defekt nicht auf. Es war daher evident, dass weitere Enzymdefekte existieren
mußten, die das komplette Fehlen der Oligosaccharidseitenketten bedingen.
Gegenstand dieser Arbeit ist die Analyse der in der Fokussierung als CDG
Typ I charakterisierten Proben hinsichtlich des zugrundeliegenden Defekts
auf enzymatischer Ebene. Neben der Diagnose einer PMM Defizienz bei
einigen Patienten, wird die erfolgreiche Aufklärung eines neuen
Enzymdefektes an einem Indexfall beschrieben.
Die PMM Defizienz und vermutlich auch andere Störungen des Mannosestoff-
wechsels resultieren in einem Substratmangel (GDP-Mannose) für die
lipidgebundene Oligosaccharidsynthese. Die Substitution eines
Zwischenproduktes bzw. von Substraten zur Steigerung der Umsatzrate
alternativer Stoffwechselwege zur Synthese von GDP-Mannose könnten
Therapieansätze darstellen. Am Beispiel des Indexpatienten wird gezeigt, wie
die diätetische Substitution eines einfachen Monosaccharids in einer
Besserung der klinischen Symptome sowie in einer Normalisierung der
biochemischen Befunde resultiert.
Nicht nur primäre Defekte der N-Glykosylierung verursachen Alterationen in
der isoelektrischen Fokussierung. Stoffwechselerkrankungen wie
Galaktosämie und hereditäre Fructoseintoleranz aber auch exogene Toxine
wie Alkohol bedingen aufgrund direkter und von Metaboliten vermittelter
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indirekter inhibitorische Wirkungen sekundäre Störungen der
kotranslationalen Glykosylierung von Proteinen. Ein Vergleich
unterschiedlicher Erkrankungen mittels elektrophoretischer Methoden soll
diagnostische Probleme und Grenzen aufzeigen und die Notwendigkeit einer
kritischen Interpretation der Befunde betonen.
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3. Materialien und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Geräte und Zubehör
Geräte / Zubehör Hersteller / Vertrieb
Ausschwingrotor A-12-11 Eppendorf
Feinwaage AE 160 (µg) Mettler
Feinwaage research (µg) Sartorius
Geltrockner Eigenbau nach Prof. Dr.
A. Hasilik, Marburg
Glaspipetten 5, 10 und 20 ml Greiner Labortechnik
Heizplatte IKAMAG RCT
Heizplatte + Magnetrührer IKAMAG RET
IKAMAG
Micro Ultrasonic Cell Disruptor Kontes
Mighty Small II plus Zubehör Bio-rad
Mixer 5432 Eppendorf
Mixing Rotor Variospeed Renner GmbH
PHAST System plus Zubehör Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden
pH-Meter 761 calimatic Knick
Pipetten 0,5-10 , 10-100, 250 und 1000 µl Eppendorf
Pipettman 2-20, 10-100, 10-200, 100-1000 und
-5000 µl
Gilson (Waldeck GmbH
& Co. KG, Münster)
Rotor 1412 und 4410 Hettich
Rotor F-45-24-11 Eppendorf
Schüttler IKA-VIBRAX-VXR IKAMAG
Powersupply 2197 LKB Bromma
Spektrophotometer 933 Double Beam UV/VIS UVIKON
Thermostat 5320 für Wasserbäder Eppendorf
Vortex Typ RFAX 1DR Heidolph
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Waagen (mg): PE 3600 und P 1210 Mettler
Zentrifugen Rotanta / TR und Universal 30 RF Hettich
Zentrifugen 5214 und 5214 R Eppendorf
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller / Vertrieb
Celophanfolie Pütz Folien,
Taunusstein-Wehen
Einmalküvetten Saarstedt
Falcon Tubes, 15 und 50 ml Greiner Labortechnik
Gel-Fix for Agarose (265 * 125 mm) Serva
GELoader Tips Pipettenspitzen Eppendorf
Kimwipes Lite Kimberly-Clark
Kleenex Kimberly-Clark
Laborhandschuhe Satin Plus Powder free SafeSkin
Gel Blotting Papier GB 002, GB 003 Schleicher und Schüll
Parafilm American National Can,
Menasha, Wi., USA
Pasteurpipetten, 150 und 230 mm Brand
Safe-Lock, 1,5 ml und 2 ml Eppendorf
Rundfilter 602 EH, Ø 185 mm Schleicher und Schüll
TIPAC blue und yellow Pipettenspitzen Gilson
Wägepapier MN 226 Machery-Nagel
Wiegeschalen Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
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3.1.3 Probenmaterial
3.1.3.1 Patienten
Vollblut, Serum und Fibroblasten stammten aus der Klinik und Poliklinik für
Kinderheilkunde der Universitätsklinik Münster, aus externen pädiatrischen
Abteilungen und von niedergelassenen Ärzten. Serumproben von Alkoholikern
wurden von der Abteilung für Innere Medizin des St. Elisabeth-Hospitals in
Bochum zur Verfügung gestellt.
Leukozyten wurden direkt nach Erhalt aus EDTA-Blut präpariert und
gemeinsam mit den Serumproben bei -80 °C tiefgefroren. Nicht-in-Kultur-
befindliche Fibroblasten wurden in flüssigem Stickstoff bzw. bei -80 °C
gelagert.
Bei einigen Patienten bestand bereits im Vorfeld -mittels IEF- die
Verdachtsdiagnose CDG Typ I. Klinisch präsentierte sich ein heterogenes
Symptomspektrum, das von einer isolierten Gerinnungsstörung bis hin zu
schwerster psychomotorischer Retardierung und Multiorganbeteiligung
reichte. Soweit verfügbar, wurde ebenfalls Probenmaterial von den Eltern und
Geschwistern der Patienten untersucht.
Eine Besonderheit stellte der Indexpatient M.C. dar, der anhand eines CDG I
Musters in der IEF trotz fehlender neurologischer Beteiligung dem damaligen
CDGS Typ I, heute Ia, als atypischer Fall zugeordnet wurde. Serum und
Leukozyten der Eltern und des Bruders konnten ebenfalls asserviert werden.
Die Diagnosen der Patienten mit Glaktosämie, Fructosämie,
Lebererkrankungen und Alkoholabusus waren im Vorfeld bekannt.
3.1.3.2 Kontrollen
Serum und Leukozyten wurden vom Autor und weiteren Mitarbeitern zur
Verfügung gestellt. Fibroblasten stammten von Patienten mit
Grunderkrankungen, die nicht zur Beeinträchtigung der Glykosylierung führen.
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3.1.4 Chemikalien
Substanz Hersteller / Vetrieb
α-D(+)-Glucose Sigma
Acrylamid Sigma
Agarose IEF for isoelectric focussing Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden
Albumin (human) Sigma
Ampholine pH 5 - 7 Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden
Ammoniumpersulfat Sigma
Antipain Sigma
Aqua ad injectabilia Braun
Aqua bidest. Waldeck GmbH & Co
KG, Münster
Bisacrylamid Sigma
Bromphenolblau Sigma
Chymostatin Sigma
Coomassie blau (Brilliant blue R 250) Serva
Dc-Protein Assay Kit Bio-rad
Dextran Sigma
DMSO Serva
Eisen-(III)-citrat Sigma
Essigsäure 100% Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe
Ethanol 100% Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe
G6PDH Sigma
Glc-1,6-bisphosphat Sigma
Glycerol 87% Merck
Glycin pro analysi Merck
Materialien und Methoden 36
HCl 1 N Bernd Kraft GmbH,
Duisburg
HCl 20% (6 N) Apotheke der WWU
Münster
Hepes Biochrom KG, Berlin
Kanninchen-anti-Transferrin-Antiserum Dako A/S, Dänemark
KH2PO4 Merck
Leupeptin Sigma
D-Mannose Karden Biochemicals/
Sigma
Mannose-1-phosphat Sigma
Mannose-6-phosphat Sigma
Methanol J.T. Baker, Deventer,
Niederlande
MgCl2 pro analysi Merck
2-[N-morpholino]ethan Sulfonsäure Serva
Na2HPO4 pro analysi Merck
NaCl 0.9% Braun
NADP Sigma
NaHCO3 pro analysi Merck
NaN3 Sigma
Natriumcitrat Sigma
PBS Dulbecco Biochrom KG, Berlin
Pepstatin Sigma
Phosphoglucose Isomerase (PGI) Sigma
Phosphomannose Isomerase (PMI) Sigma
Protein A Sepharose Amersham Pharmacia
Biotech
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma
SDS (Dodecylsulfat-Natriumsalz) cryst. research Serva
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grade
Temed
(N,N,N´,N´-Tetramethyl-ethylene diamine)
Serva
Tris pro analysi Merck
Triton X-100 Serva
Trypsin Biochrom KG, Berlin
Zitronensäure anhydrous Fluka Chemie AG
Zitronensäure Monohydrat Merck
3.1.5 Häufig verwendete Pufferlösungen
Connie´s wash: Triton X-100 0,05 %
SDS 0,1 %
NaCl 0,3 M
Tris pH 8,6  10 mM
NaN3 0,02 %
Laufpuffer: Tris  25 mM
Glycin 0,2 M
SDS 0,1 %
MNT-Puffer: 2-[N-morpholino]ethan Sulfonsäure  20 mM
NaCl  100 mM
Tris  30 mM
NaN3 0,05 %
pH 7,5, Lagerung bei 4 °C
Sammelgel-Puffer: Tris-HCl pH 6,8 0,5 M
Materialien und Methoden 38
SDS-Probenpuffer: Tris-HCl pH 7,8  30 mM
SDS  9 %
Glycerol  15 %
Bromphenolblau 0,05 %
Trenngel-Puffer: Tris-HCl pH 8,8 1,5 M
Puffer A: TrisHCl, pH 8,5 0,25 M
Puffer B: TrisHCl, pH 7,8 0,5 M
3.1.6 Färbelösungen
Coomassie-Lösung: Methanol  44 %
Essigsäure  11 %
Coomassie blue 0.28 g/l
Entfärber (Destain): Methanol  30 %
Essigsäure  10 %
IEF-Coomassie-Lösung: Ethanol  30 %
Essigsäure  10 %
Coomassie blue  5 g/l
IEF-Destain: Ethanol  30 %
Essigsäure  10 %
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3.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.1 Gelmedien
3.2.1.1 Agarosegele
Für ein 5 x 6,2 cm 1 % Gel mit einem pH-Bereich von 5,0 -7,0 wurden 2,2 ml
einer Agaroselösung im Wasserbad bei ca. 100 °C hergestellt und nach
vollständiger Lösung der Agarose und Abkühlung auf <90 °C mit 110 µl
Ampholinen versetzt. Im Anschluss wurde das Gel auf einen vorgeschnittenen
Plastikträger gegossen. Art und vollständige Lösung der Agarose sind
essentiell, um Unregelmäßigkeiten im Gel, die das Laufverhalten stören, zu
minimieren.
3.2.1.2 SDS-Polyacrylamidgele
Nicht-reduzierende 7,5 % SDS-Polyacrylamid Gele wurden im Multicaster des
Mighty Small II Elektrophoresesystems präpariert. Für 10 Gele wurde
folgende Lösung angesetzt:
Acrylamid 25 ml
(30% w/v Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)
4 x Trenngelpuffer 25 ml
Aqua dest. 50 ml
SDS 20 % 500 µl
APS 10 % 500 µl
Temed 50 µl
= 101,5 ml
Die Gele wurden bei 4 °C mindestens 2 Stunden polymerisiert und vor dem
Gebrauch bei 4 °C gelagert.
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Vor dem Beladen der Gele wurde ein 4%iges Sammelgel mit 10 -15
Probentaschen aufgegossen:
Acrylamid  3,35 ml
(30 % w/v Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid)
Sammelgelpuffer  6,25 ml
Aqua dest.  15,125 ml
SDS 20 % 125 µl
APS 10 % 185 µl
Temed 50 µl
= 25,1 ml
Die Polymerisierung erfolgte bei RT für 15 -30 min.
3.2.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)
3.2.2.1 Einleitung
Bei diesem Verfahren wandern Proteine im elektrischen Feld durch einen pH-
Gradienten bis die Nettoladung, die Summe aller positiven und negativen
Ladungen, gleich Null ist. Die Oligosaccharidanteile der Glykoproteine
enthalten endständig Sialinsäuren (NANA). Diese geladenen Teilchen
beeinflussen maßgeblich die Ladung des Proteins und damit das
Laufverhalten in der Fokussierung. In der Regel enthalten an Transferrin
gebundene Oligosaccharide zwei Sialinsäurereste. Es kommen
natürlicherweise aber auch Formen mit drei, einer oder ohne NANA vor. Es
finden sich daher in der IEF  Isoformen mit unterschiedlichen isoelektrischen
Punkten (pI) in einer Normverteilung.
Serumtransferrin besitzt zwei Konsensusstellen für die Glykosylierung und ist
somit in der Regel zweifach glykosyliert. Die häufigste Isoform ist, einfach
verzweigte Oligosaccharide vorrausgesetzt, das Tetrasialo-Transferrin.
Störungen der Glykosylierung mit Änderungen des Gehalts an NANAs führen
zu einer Alteration im Bandenmuster, die für die Diagnostik genutzt werden
kann. Dabei ist es unerheblich, ob nur die Sialinsäurereste oder das
gesamte Oligosaccharid fehlen. Weitere Aussagen bezüglich der Struktur der
Zuckerseitenkette sind daher nicht möglich.
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3.2.2.2 Probenaufbereitung
Serum 6,5 µl
NaCl 0,9 % 26,4 µl
Eisen (III)-citrat  1 µl
Die vollständige Sättigung des Transferrins mit Eisen schafft in der
Fokussierung einen besseren Kontrast.
Nach 5 -10 min Inkubation wurden die Proben gemischt und 1 µl NaHCO3, pH
8,0 zugegeben.
3.2.2.3 Fokussierung
Die Fokussierung erfolgte im PHAST System von Pharmacia (van Schaftingen
et al., 1995). Um eine gleichmäßige Kühlung zu gewährleisten, wurden vor
dem Einsetzen der Gele unter jedes Gel zwei Tropfen Aqua dest. plaziert. In
die mit Parafilm ausgekleideten Kammern der Ladehilfe wurden 2,5 µl je
Probe pipettiert (max. 8 Proben). Im Anschluss wurde mit sanftem Druck der
Probenkamm aufgesetzt und dieser in die Elektrophoresekammer eingesetzt.
Laufbedingungen: 1. 300 V, 2 mA, 0,5 W, 10 °C  => 40 AVh
2. 100 V, 1 mA, 0,5 W, 10 °C  => 10 AVh
3. 200 V, 2 mA, 1 W, 10 °C    => 65 AVh
Nach Ende der Fokussierung wurden auf jedes Gel 80 µl Transferrin-
Antikörper pipettiert und mit einer gebogenen Pasteurpipette ausgestrichen.
Dadurch werden die Transferrinisoformen direkt im Gel präzipitiert (Niehues
et al., 1998). Nach 15 min Inkubationszeit wurden die übrigen Proteine mit 0,9
%igem NaCl über 3 -12 h ausgewaschen.
3.2.2.4 Fehlerquellen
• Ungleiche Probenmengen auf dem Probenkamm können neben der
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natürlichen Varianz im Proteingehalt der verwendeten Sera die quantitative
Interpretation stören.
• Unregelmäßige Geldicke, -oberfläche und -struktur, ungleichmäßige
Kühlung und Kondensflüssigkeit auf der Geloberfläche können die
Laufbedingungen in Teilen des Gels verändern und zu Verzerrungen
führen.
• Durch Verzögerungen bei der Antikörperauftragung entsteht ein schlechter
Kontrast durch Diffusion des Transferrins.
• Färbeunregelmäßigkeiten können infolge unvollständiger Trocknung der
Gele auftreten.
3.2.3 Immunpräzipitation
3.2.3.1 Reagenzien
Protein A Sepharose 10 % w/v in MNT Puffer, 0,02 % NaN3
Proteaseinhibitoren je 10 mg/ml Chymostatin, Leupeptin, Antipain 
und Pepstatin (CLAP) in DMSO
Puffer 1. MNT Puffer,
2. MNT Puffer (+ 1g/l Albumin, 1 mM Fe-III-Cl2),
3. Connie´s  wash
Transferrin Antikörper 1:3 Verdünnung mit Aqua dest.
3.2.3.2 Präzipitation
Bei einem durchschnittlichen Serumgehalt an Transferrin von 2,0 -3,6 g/l
werden ausreichende Mengen für die weitere Bearbeitung bei Einsatz von 5 µl
Serum präzipitiert.
• Alle Ansätze enthielten 1 ml MNT Puffer (+ 1g/l Albumin, 1 mM Fe-III-Cl2),
70 µl Protein A Sepharose, 2 µl CLAP und Serum.
• Die Inkubation erfolgte auf einem Drehrad bei 4 °C über 3 -12 h.
• Im Anschluss wurden die Proben bei 3000 Upm für 3 min zentrifugiert.
• Nach Abziehen des Überstandes wurden die Pellets einmal mit 1 ml
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Connie´s wash und anschließend zweimal mit 1 ml MNT Puffer
gewaschen.
• Die Pellets wurden in 30 µl Proben-Puffer resuspendiert.
• Nach Inkubation bei 95 °C für 5 min und Zentrifugation bei 3000 rpm für 3
min wurden die Proben elektrophoretisch aufgetrennt oder bei -20 °C
gelagert.
3.2.3.3 Fehlerdiskussion
Die Methode beinhaltet zwei potentielle Fehlerquellen:
• Einsatz ungleicher Volumina an Protein A Sepharose durch
Pipettierfehler. Zur Vermeidung sollten die Pipettenspitzen mittels einer
Rasierklinge abgeschnitten werden, um ein Verstopfen durch Sepharose
beim Ansaugen zu vermeiden. Die Volumina in den Reaktionsgefäßen
sollten sich gleichen.
• Beim Abziehen der Überstände während des Waschvorgangs können
Sepharoseteilchen verloren gehen. Hierdurch können deutliche
Mengenunterschiede nach elektrophoretischer Auftrennung auftreten.
Daher sollte  der Überstand erst vor Zugabe des Proben-Puffers mit einer
gelben Pipettenspitze vollständig abgezogen werden.
3.2.4 Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
3.2.4.1 Einleitung
Proteine werden bei dieser Methode nach ihrem Molekulargewicht
unabhängig von ihrer Eigenladung aufgetrennt. Durch Wahl eines geeigneten
prozentualen Acrylamidanteils im Gel können Unterschiede im
Molekulargewicht von 2 kDa gut dargestellt werden (Marquardt et al., 1992).
Dies entspricht rechnerisch dem Gewicht eines Oligosaccharids. Strukturelle
Alterationen der Zuckerseitenketten können somit zur Darstellung gelangen.
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3.2.4.2 Probenaufbereitung
Um Serumtransferrin isoliert auftrennen zu können, erfolgte vorab eine
Immunpräzipitation. Die immunpräzipitierten Proben wurden in SDS-
Probenpuffer aufgenommen und vor dem Beladen des Gels bei 95 °C für 5
min denaturiert.
3.2.4.3 Elektrophorese
Nach dem Einspannen der Gele in die Mighty Small II Elektrophoresekammer
wurde diese mit Laufpuffer gefüllt. Luftblasen an der Unterseite des Gels
wurden entfernt, um Spannungsdifferenzen zu vermeiden.
Laufbedingungen 100 V bis zum Übertritt der Lauffront in das Trenngel 
(ca. 10 - 15 min)
150 V bis zum Austritt der Lauffront aus dem Gel 
(ca. 75 min)
3.2.5 Färbemethoden und Geltrocknung
3.2.5.1 Agarosegele
Die Gele wurden wie folgt mit IEF-Coomassie-Lösung gefärbt und getrocknet:
• Die Gele wurden kurz mit Aqua dest. gespült und dann ca. 1/2 h mit Aqua
dest. gewaschen.
• Ein Spezialfilterpapier und 4 Papierfilter wurden auf die Gele gelegt und
mit einer Glasplatte beschwert. Nach ca. 30 min wurden die Filter entfernt
und die Gele mit einem Fön vollständig getrocknet.
• Gefärbt wurde in IEF-Coomassie-Lösung für 10 min. Im Anschluss wurde
mit IEF-Entfärberlösung für 10 min entfärbt.
• Nach Spülung für 5 min mit Aqua dest. wurden die Gele erneut getrocknet.
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3.2.5.2 Polyacrylamidgele
Grundlage der Färbung ist ebenfalls die Bindung des Farbstoffes Coomassie
blue an Proteine.
• Die Gele wurden in Coomassie-Lösung für ca. 1/2 h gefärbt.
Überschüssiger Farbstoff wurde anschließend mit Destain aus der
Gelmatrix entfernt.
• Zum Trocknen wurden die Gele zwischen zwei Lagen feuchter
Cellophanfolie auf einem Rahmen aufgespannt. Dauer ca. 3 d.
3.2.6 Leukozytenisolierung
3.2.6.1 Reagenzien
Lösung 1: Glucose 2,45 g
Natriumcitrat (Natriumcitrat * 2 H2O)    2,2 g (2,61g)
Zitronensäure (Zitronensäure * H2O) 0,73 g  (0,8 g)
Natriumchlorid   0,9 g
in 100 ml Aqua dest.
Lösung 2: Dextran in NaCl 0,9 % 6 %
Lösung 3: Glucose in NaCl 0,9 % 5 %
3.2.6.2 Leukozytenisolierung
Kontroll- und Patientenleukozyten wurden ausnahmslos aus EDTA-Blut
isoliert. Das Material wurde innerhalb von maximal 48 h bearbeitet. Die
Trennung von den Erythrozyten erfolgte entlang eines Dichtegradienten.
• Das Lösungsgemisch im Verhältnis 1.5 : 5 : 3.5 wurde in einem langen
stumpfen Glasröhrchen vorgelegt. EDTA-Blut wurde behutsam
zugegeben, mit der Lösung vermischt und bei Raumtemperatur
stehengelassen bis sich die Erythrozyten abgesetzt hatten (Dauer ca. 60
min).
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• Der Überstand wurde in ein konisch zulaufendes Reagenzglas überführt
und bei 4 °C und 2000 Upm (Hettich Rotanta/TR) für 15 min zentrifugiert.
• Sichtbar verbleibende Erythrozyten wurden mittels osmotischer Lyse in
0,225 %igem NaCl über ca. eine min entfernt. Durch ihre größere
osmotische Resistenz bleiben die Leukozyten intakt. Die Zentrifugation
erfolgte bei 4 °C und 1250 Upm für 5 min (Hettich Rotanta/TR).
• Das Erythrozytenfreie Pellet wurde in 1 ml NaCl 0,9 % aufgenommen und
in einem Mikroliterreaktionsgefäß bei 250 * g für 10 min zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge 5241). Nach Abziehen des Überstandes wurden die
Zellen bei -80 °C gelagert.
3.2.7 Zelllyse
Nach Zusatz von 200 µl NaCl 0,9 % wurden die Zellen mittels Ultraschall
lysiert.
Die Lysate wurden in einer Hettich Universal 30 RF Zentrifuge bei 10 000 * g
und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Die Überstände wurden in
Mikroliterreaktionsgefäße überführt und unmittelbar auf Eis weiterverarbeitet.
3.2.8 Proteinbestimmung
Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach einer Modifikation der
Methode nach Lowry et al. (1951) mittels des Dc-Kits der Firma Biorad. Als
Standard diente Rinderalbumin (BSA) in den Konzentrationen 0.2, 0,4 und 0,8
µg/µl.
Aufgrund des höheren Proteingehaltes in den verwendeten Zellysaten wurden
diese vorab 1:10 mit Aqua dest. verdünnt.
Zu je 20 µl Aqua dest., als Leerwert, den BSA Standards und den Proben
wurden 100 µl Reagenz A und 800 µl Reagenz B zugegeben. Nach kurzem
Schütteln und 15 min Inkubation wurde die Absorption bei 750 nm gegen den
Leerwert gemessen.
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3.2.9 Aktivitätsbestimmung der Phosphomannomutase
(PMM)
3.2.9.1 Einleitung
Die Phosphomannomutase katalysiert die reversibele Umwandlung von
Mannose-6-phosphat zu Mannose-1-phosphat. Die Aktivitätsbestimmung
erfolgt durch einen kolorimetrischen enzymatischen Assay, der auf einem
Konzentrationsanstieg von NADPH basiert. Hierbei macht man sich den
Stoffwechselweg der Mannose retrograd zunutze. Der durch die
Phosphomannomutase (PMM) katalysierte Schritt ist
geschwindigkeitsbestimmend, da weder Konzentration noch Aktivität bekannt
sind. Durch Zugabe eines Überschusses der übrigen Enzyme (PMI, PGI,
G6PDH) wird entstehendes Mannose-6-phosphat vollständig zu 6-
Phosphogluconolacton umgesetzt. Dabei ist die durch die G6PDH
katalysierte Dehydrierung irreversibel. Als Akzeptor der Reduktionsäquivalente
dient NADP. Die Geschwindigkeit des Absorptionsanstiegs und damit der
Bildung von NADPH ist dabei im linearen Bereich des Assays der
eingesetzten Menge an PMM direkt proportional.
3.2.9.2 PMM Assay
Der hier beschriebene Assay stellt eine geringfügige Modifikation der
ursprünglichen Methode nach van Schaftingen et al. (1995) dar (Alton et al.
1997). Als Kofaktor dient statt des aufwendig zu synthetisierenden Mannose-
1,6-bisphosphats (Man-1,6-P2) das kommerziell erhältliche Glucose-1,6-
bisphosphat (Glc-1,6-P2), welches eine vernachlässigbar geringere Affinität
zur PMM besitzt als Man-1,6-P2. Als Substrat wird Mannose-1-phosphat (Man-
1-P) im Überschuß zugesetzt.
Jeder Ansatz wurde doppelt, mit und ohne Zusatz von Substrat, angesetzt. Bei
Einsatz von 200-400 µg/µl Protein im Ansatz findet sich ein signifikanter
linearer Aktivitätsanstieg, so dass Verdünnungs- und Pipettierfehler
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vernachlässigbar sind und Ungenauigkeiten durch niedrige Zahlengrößen
bei der rechnerischen Auswertung weitestgehend entfallen.
Endvolumen jedes Ansatzes war 1 ml (50 mM Hepes pH 7,1, 6 mM MgCl2, 1
µM Glc-1,6-P2, 250 µM NADP und je 250 mU PGI, PMI und G6PDH). Folgende
Volumina der Stammlösungen wurden eingesetzt:
1M Hepes, pH 7,1  50 µl
0,6 M MgCl2  10 µl
100 µM Glc-1,6-P2  10 µl
25 mM NADP  10 µl
100 mU/µl PGI 2,5 µl
100 mU/µl PMI 2,5 µl
100 mU/µl G6PDH 2,5 µl
= 87,5 µl
Je 100 U der Enzyme wurden bei 10000 * g und 4 °C für 10 min zentrifugiert
um Ammoniumsulfat, das sich störend auf den Assay auswirken kann, aus
der Ausgangslösung zu entfernen. Das Pellet wurde als Stammlösung in 1
ml einer 25 mM TrisHCl Pufferlösung (950 µl H2O mit 50 µl 0,5 M Tris-HCl, pH
7,8) aufgenommen.
Das Substrat Mannose-1-phosphat wurde in einer 1 mM Endkonzentration
zugegeben, entsprechend 10 µl einer 100 mM Lösung.
Die spektrophotometrische Messung erfolgte in genormten Einmalküvetten
bei einer Wellenlänge von 340 nm in acht 15-minütigen Intervallen gegen
Aqua dest.
3.2.9.3 Fehlerdiskussion
• Um Volumenfehlern vorzubeugen, empfiehlt es sich vorab eine
Stammlösung herzustellen.
• Hohe Probenzahlen können durch verzögerte Bearbeitung und Messung
zu Ungenauigkeiten durch den entstehenden Zeitversatz führen.
• Chargen einzelner Substanzen, z.B. der Enzyme, können
Verunreinigungen enthalten, die zu einer Degradierung des NADPH und
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damit zu falschen Messergebnissen führen. Besteht der Verdacht,
müssen alle Substanzen in dem Assay entsprechender Konzentration
nach Zusatz von NADPH überprüft werden.
• Erfahrungen bezüglich eines bei längerer Lagerung eintretenden
Aktivitätsverlustes der Enzyme liegen nicht vor.
3.2.10 Aktivitätsmessung der Phosphomannose Isomerase 
(PMI)
3.2.10.1 Einleitung
Die Phosphomannose Isomerase katalysiert die Umwandlung von Fructose-
6-phosphat zu Mannose-6-phosphat. Analog dem Phosphomannomutase
Assay basiert dieser Assay auf der Reversibilität der enzymkatalysierten
Schritte des Mannosestoffwechsels und der irreversiblen Oxidation von Glc-6-
P mit NADP als Kofaktor (s.o.).
3.2.10.2 PMI Assay
Der Assay wurde entsprechend einer Modifikation der Methode nach van
Schaftingen et al. (1995) durchgeführt (Alton et al. 1997). Für jede Probe
wurde je ein Ansatz mit und einer ohne 1 mM Substrat (Mannose-6-phosphat)
angesetzt. In einem Gesamtvolumen von 1 ml waren 40 mM Tris-HCl (pH
7,4), 6 mM MgCl2, 5 mM Na2HPO4-KH2PO4, 1 mM NADP, 1U PGI  und 2U
G6PDH enthalten. Die unterschiedlichen Konzentrationen der Enzyme und
des NADP im Vergleich zum PMM-Assay begründen sich durch die im
Vergleich zur PMM ca. 10fach höhere Aktivität der PMI. Einen linearen Anstieg
der NADPH Konzentration über 120 min beobachtet man bei Einsatz von ca.
40 µg Protein.
Materialien und Methoden 50
 Folgende Volumina der Stammlösungen wurden eingesetzt:
1 M TrisHCl, pH 7,4  40 µl
0.6 M MgCl2  10 µl
500 mM Na2HPO4 - KH2PO4, pH 7,5  10 µl
100 mM NADP  10 µl
200 U/ml PGI    5 µl
400 U/ml G6PDH      5 µl
  = 80 µl
Die Stammlösungen der Enzyme enthielten 25 mM Tris-HCl, pH 7,8. Nach
Zugabe des Substrats wurde die Absorption spektrophotometrisch bei einer
Wellenlänge von 340 nm in acht 15-min Intervallen gegen Aqua dest.
gemessen. Fehlerquellen sind dem Phosphomannomutase Assay analog.
3.2.11 Aktivitätsbestimmung der Hexokinase (HK)
Der Hexokinase Assay leitet sich vom PMM Assay ab und unterscheidet sich
im wesentlichen nur durch den Zusatz von ATP und Mannose als Substrat.
Jede Probe wurde mit und ohne Zugabe von Substrat angesetzt. Je 1 ml
Endvolumen enthielt 50 mM Hepes pH 7,1, 6 mM MgCl2, 2,5 mM NADP, 10
mM ATP und je 250 mU PGI, PMI und G6PDH.
Die Ansätze wurden nach folgendem Schema pipettiert:
1 M Hepes, pH 7,1  50 µl
0,6  M MgCl2  10 µl
25 mM NADP  100 µl
100 mM ATP  100 µl
100 mU/µl PGI 2,5 µl
100 mU/µl PMI 2,5 µl
100 mU/µl G6PDH 2,5 µl
= 267,5 µl
Es wurden je 10 µg zelluläres Protein eingesetzt und die Reaktion durch
Zugabe von 10 µl 500 mM Mannose gestartet. Analog zu den anderen
Enzymassays wurde der Umsatz von NADP spektrophotometrisch bei 340 nm
in acht 15-minütigen Intervallen gemessen.
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3.2.12 Aktivitätsbestimmung der Phosphoglucose Isomerase 
(PGI)
Der PGI Assay wurde dem PMI Assay entlehnt. Als Substrat diente 1 mM Fru-
6-P. Eingesetzt wurden 40 µg zelluläres Protein. Die Messung der Aktivität
erfolgte wie für die übrigen Enzymassays beschrieben.
3.2.13 Bestimmung der Serummannosekonzentration
3.2.13.1 Einleitung
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach der von Etchison und Freeze
1997 beschriebenen enzymatischen Methode, die sich wie die
vorbeschriebenen Enzymaktivitätsbestimmungen am Mannosestoffwechsel
orientiert. Nach Zusatz von Glucokinase zur Serumprobe werden Glucose als
6-Phosphat und andere geladene Strukturen mittels eines
Anionenaustauschers (DE-53) quantitativ aus dem Ansatz entfernt. Durch
Zusatz einer unspezifischen Hexokinase wird freie Mannose vollständig in
das zugehörige 6-Phosphat umgewandelt und, da die Reaktion der G6PDH
irreversibel ist, über die beschriebene Enzymkaskade vollständig zu 6-
Phosphogluconolakton umgesetzt. Die Konzentration der Mannose ist der
Konzentration des entstehenden NADPH direkt proportional.
3.2.13.2 Vorbereitung des Anionenaustauschers DE-53
• Ca. 50 g DE-53 wurden dreimal in 300 -400 ml Aqua dest. resuspendiert
und der Überstand nach je 1 h abgegossen.
• Anschließend wurde das DE-53 in 200 -300 ml 0,25 M Tris-HCl, pH 8,5
resuspendiert und über eine Glasfritte einmal mit 100 -200 ml 0,25 M Tris-
HCl, pH 8,5 und dreimal mit 100 -200 ml Aqua dest. ohne Einsatz von
Vakuum gewaschen.
• Der Anionenaustauscher wurde in einem möglichst geringem Volumen
Aqua dest. aufgenommen.
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• Sobald sich das DE-53 vollständig abgesetzt hatte, wurde das
überstehende Volumen auf ca. 1/3 des Gesamtvolumens ausgeglichen.
• Zur Konservierung wurden 50 µl 1M NaN3 zugegeben.
• Bei häufigem Gebrauch wurde das DE-53 bei RT, ansonsten bei 4 °C
gelagert.
3.2.13.3 Präparation der Säulen
• Nach Resuspension wurden je 600 µl des DE-53 in Mikrolitersäulen
gefüllt. Die Filter wurden im Ausschwingrotor (Eppendorfzentrifuge 5417)
bei 2100 Upm für 2 min zentrifugiert.
• Im Anschluss wurde das DE-53 zweimal mit 200 µl Aqua dest. gespült
und zentrifugiert (s.o.). Die Effluente wurden verworfen.
3.2.13.4 Stammlösungen
Reagenz A: 100 mM ATP, pH 6,5 1 ml
100 mM NADP, pH 6,5 1 ml
1 M MgCl2 100 µl
H2O 400 µl
Puffer A 2 ml
Glucokinase 500 U/ml 25 µl
G6PDH 100 U/ml 250 µl
= 4,8 ml
Reagenz B: 100 mM ATP, pH 6,5 167,5 µl
100 mM NADP, pH 6,5 167,5 µl
1 M MgCl2 167,5 µl
H2O 4,5 ml
Puffer B 6,5 ml
HK/G6PDH/PGI 1 ml
je 50 U/ml
 = 12,5 ml
Die für 24 Bestimmungen ausreichende Stammlösung wurde immer frisch
angesetzt.
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3.2.13.5 Quantitative Elimination von Glucose
• Je Probe wurden 100 µl Serum mit 100 µl Aqua dest. und 200 µl Reagenz
A in Mikroliterreaktionsgefäßen vermischt und im Wasserbad bei 37 °C für
20 min inkubiert.
• Um Verluste durch Kondensat zu vermeiden, wurde bei 10.000 Upm
(Eppendorfzentrifuge 5417) für 20 sec zentrifugiert.
• Die Proben wurden in 200 µl Fraktionen im Ausschwingrotor bei  3400
Upm für 2 min durch den Anionenaustauscher filtriert. Dieser wurde
anschließend mit zweimal 200 µl  Aqua dest. unter obigen Bedingungen
gespült.
3.2.13.6 Bestimmung der Mannosekonzentration
• Je Probe wurden insgesamt 800 µl Effluent in ein Eppendorf
Mikrolitergefäß übertragen und mit 500 µl Reagenz B vermischt.
• Die Ansätze wurden halbiert und auf zwei Mikrolitergefäße verteilt.
• Jedem Ansatz wurden 10 µl Aqua dest. bzw. PMI zugegeben.
• Nach 20 min Inkubation im Wasserbad bei 37 °C wurden zunächst die
Absorptionen der Proben ohne und sukzessiv mit PMI bei 340 nm
gemessen.
3.2.13.7 Berechnung
•  A340 “plus PMI” - A340 “minus PMI” = ∆ A340
[Mannose im Serum] (µM) = ∆ A340 * 6,6 / ε
ε = 6,2 * 10-3, der Faktor 6,6 entspricht der Probenverdünnung und beinhaltet
einen Korrekturfaktor, der die Basisabsorption im Kontrollansatz
berücksichtigt (Etchison und Freeze, 1997).
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3.2.13.8 Fehlerdiskussion
• Hämolytische Seren können zu hoher Hintergrundabsorption und damit zu
fehlerhaften Werten  führen.
• Lipämische Seren können zu falschen Ergebnissen führen bzw. die
Säulen verstopfen.
• Möglicherweise ist die Aktivität der GK in der verwendeten Charge zu
niedrig. Nach entsprechender Kontrolle muß entweder die Menge erhöht
oder eine neue Charge verwendet werden.
• Sind die gemessenen Absorptionen unerklärlich niedrig, liegt eventuell
eine Degradation des gebildeten NADPH vor. Zum Ausschluss dieser
Problematik muß jedes Einzelreagenz in Puffer B gelöst unter
Assaybedingungen mit und ohne Zusatz von kommerziell erhältlichem
NADPH  (z.B. 50 mM) bei 340 nm überprüft werden.
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4. Ergebnisse
4.1 Strukturelle und enzymatische Aspekte des CDG-Ia
4.1.1 Elektrophoretische Charakteristika
Die Diagnostik pathologischer Glykosylierungsmuster beruht primär auf der
isoelektrischen Fokussierung von Transferrin. Gesunde Kontrollen weisen
ein heterogenes Spektrum an Isoformen unterschiedlicher Gesamtladung
auf.  Es lassen sich v.a. das vollständig glykosylierte tetrasialo- und geringere
Mengen von hexa-, penta-, tri- und disialo-Transferrin darstellen. Asialo-
Transferrin kommt nicht in signifikanter Menge vor. Beim CDG-Ia fehlen
nachweislich vollständige Oligosaccharidketten. Dadurch reduziert sich der
Anteil höhersialylierter Isoformen zugunsten von di- und asialo-
Transferrinformen (Abb. 4).
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Abb. 4. Elektrophoretische Auftrennung von Transferrinisoformen. Die Auftrennung
erfolgte mittls IEF (links) und SDS-PAGE (rechts). Spur 1 Kontrolle, Spur 2 CDG-Ia. Die
seitlichen Zahlen beschreiben die Anzahl vorhandener Sialinsäuren (IEF) bzw.
Oligosaccharidketten (SDS-PAGE).
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Die Auftrennung von Transferrin nach Molekulargewicht mittels SDS-PAGE
ergibt normalerweise eine homogene Bande entsprechend einem
Molekulargewicht von 78 kDa. Dagegen treten beim CDG-Ia zwei zusätzliche
Banden auf. Diese laufen im elektrischen Feld schneller und unterscheiden
sich im Molekulargewicht um ca. 2 kDa, entsprechend jeweils einem
Oligosaccharid (Abb. 4). Die Transferrinisoformen tragen  zwei, eine bzw.
keine komplexen biantennären Zuckerketten.
4.1.2 Enzymaktivität der Phosphomannomutase (PMM)
Zur Sicherung der Diagnose CDG-Ia  bedarf es des Nachweises einer
deutlich reduzierten Aktivität der Phosphomannomutase. Dieser Befund
konnte bei 22 Patienten (ngesamt = 35) erhoben werden. Fibroblasten von drei
bekannten CDG-Ia Patienten standen als positiv-Kontrollen zur Verfügung.
Der Substratumsatz verläuft bei Einsatz von 200 bis 400 µg Protein über
mindestens 120 min linear (Abb. 5). Im Rahmen der Probenvorbereitung
entsteht ein geringfügiger Zeitversatz, der einen uniformen Messfehler
bedingt. Zum Ausgleich wird für die Berechnung der Aktivität die rechnerisch
korrigierte Absorption zum Zeitpunkt 60 min herangezogen, die sich aus der
Funktion f = c * x unter Vernachlässigung des Achsenabstandes ergibt.
Die Menge an gebildetem NADPH erhält man über den
Absorptionskoeffizienten ε. Dieser beträgt für NADPH 6,2 * 10-3. Mit Hilfe der
übrigen Daten kann die spezifische Aktivität als nmol NADPH pro mg Protein
und min bzw. als mU/mg Protein errechnet werden Die Aktivitäten gesunder
Kontrollen lagen im Durchschnitt bei 1,87 mU/mg zellulärem Gesamtprotein,
die von Patienten mit unklaren Glykosylierungsdefekten mit 2,61 mU/mg
etwas höher. CDG Ia Patienten zeigten im Kontrollvergleich im Mittel auf 6 %
reduzierte Werte (Tab. 4).
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Fibroblasten Leukozyten
Bereich
(mU/mg)
Mittel-
wert
% Bereich
(mU/mg)
Mittel-
wert
%
Kontrollen 1,33-6,18
(n = 7)
2,82 100 1,28-2,81
(n = 26)
1,87 100
Eltern
CDG Ia
0,19-3,19
(n = 32)
0,96 52
Eltern
CDG X
1,34-1,79
(n = 3)
1,5 80,2
Patienten
CDG Ia
0,18-0,71
(n = 13)
0,37 13 0-0,28
(n = 22)
0,12 6,6
Patienten
CDG X
2,56-5,15
(n = 4)
3,92 139 1,3-8,61
(n = 20)
2,61 139,6
Tab. 4. Aktivitäten der Phosphomannomutase. Die Messungen erfolgten in Fibroblasten
und Leukozyten von Kontrollen und Patienten mit elektrophoretisch nachgewiesenen
Glykosylierungsdefekten. Die Fallzahl n beziffert die Gesamtzahl durchgeführter
Messungen.
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Abb. 5. PMM Assay. Linearer Aktivitätsanstieg der PMM in von Zelllysaten. Es wurden
äquivalente Proteinmengen eingesetzt. CDG Typ Ia ( ), Eltern ( , ), Kontrolle ( ).
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Im intra- und interassay Vergleich lagen die Aktivitäten von CDG-Ia Patienten
konstant unter 10 % der Kontrollaktivitäten. In Fibroblasten wurden generell
höhere Aktivitäten als in Leukozyten gemessen, ca. 50 % in Kontrollzellen und
bis zu 200 % in Patientenzellen.
Im Kontrollvergleich betrugen die PMM-Aktivitäten der CDG-Ia Patienten 13 %
der normalen Aktivität. Schwankungen der Absorption können allerdings die
rechnerische Auswertung des Aktivitätsverlaufs im unteren Messbereich
erheblich beeinflussen. Daher waren exakte Vergleichszahlen unter den
gegebenen Versuchsbedingungen zum Teil nicht erhebbar. Eltern und
Patienten mit unklaren Glykosylierungsdefekten zeigten Werte im
Normbereich (Tab. 4).
4.2 Elektrophoretische Untersuchung ungeklärter CDG
Die Verteilungsmuster der Isoformen von Serumtransferrin wichen bei
einigen Patienten vom typischen CDG-Ia Muster ab. In der IEF war kein
unterschied festzustellen (nicht abgebildet). Dagegen war in der SDS-PAGE
im Vergleich zu CDG-Ia praktisch kein vollständig unglykosyliertes Transferrin
nachweisbar (Abb. 6).
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Abb. 6. Verteilungsmuster der Transferrinisoformen in der SDS-PAGE bei Patienten mit
CDG-Ix. 1 Kontrolle, 2 u. 3 CDG-Ix, 4 CDG-Ia. Die Zahl der Oligosaccharidseitenketten wird
durch die seitlichen Zahlen indiziert.
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4.3 Zink als Inhibitor der PMM
Im Rahmen der Versuche eine potentielle Therapie für CDG-Ia zu entwickeln
wurden zwei verschiedene Ansätze getestet. Zum einen die orale Substitution
von Mannose analog zu CDG-Ib (Niehues R., Dissertation, in Vorbereitung),
zum anderen die selektive Hemmung der PMI durch Zink. Letzteres unter der
Vorstellung, mittels einer Anhäufung von Man-6-P einen vermehrten Umsatz
durch die PMM zu erzielen. Tatsächlich konnte im in vitro Experiment eine
Verminderung der PMI Aktivität um ca. 60 % beobachtet werden. Die
maximale Hemmung wurde bei Zinkkonzentrationen von 500 µmol/l erreicht.
Bereits ab einer Konzentration von 100 µM zeigte sich eine deutliche
Sättigungstendenz (Abb. 6).
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Abb. 6. Abhängigkeit der PMI Aktivität von Zink. Die Aktivitätsbestimmung erfolgte wie im
Methodenteil beschrieben. Ansätze mit ca. 40 µg zellulärem Protein wurden mit 25, 50,
100, 200, 300, 400 und 500 µM Zink versetzt und die OD bei 340 nm über 75 min
gemessen.
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4.4 Oligosaccharidstrukturen bei sekundären
Störungen der Glykosylierung
Einige kongenitale und erworbene Erkrankungen verursachen über
sekundäre Mechanismen eine Hypoglykosylierung. Hierunter fallen u.a. die
Stoffwechselerkrankungen Galaktosämie und die hereditäre
Fructoseintoleranz sowie der Abusus von Alkohol. Um Komplikationen der
Diagnostik von CDG aufzuzeigen, wurde die Auswirkung der sekundären
Störungen elektrophoretisch mittels IEF und SDS-PAGE mit den für CDG-Ia
charakteristischen Bandenmustern verglichen.
Weder eine Leberzirrhose als Spätfolge von Alkoholabusus oder Hepatitis B
bzw. C, noch eine extrahepatische Gallengangsatresie, die zum Tode des
Patienten führte, ließen in der IEF und SDS-PAGE eine Veränderung der
Oligosaccharidstrukturen erkennen (Abb. 7 und 8).
Interessanterweise fanden sich hyposialylierte Isoformen zum Teil bei
Patienten mit aktuell bestehendem Alkoholabusus sowohl in der IEF als auch
in der SDS-PAGE (Abb. 7 u. 8).
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Abb. 7. IEF von Transferrin von Patienten mit Alkoholismus und verschiedenen
hepatischen Erkrankungen. 1 Kontrolle, 2 histologisch gesicherte Leberzirrhose nach
Alkoholabusus, 3 u. 4 Alkoholabusus, 5 Leberzirrhose bei Hepatitis C, 6 unklarer
hepatischer Ikterus, 7 CDG-Ia. Die Pfeile weisen auf atypische Isoformen hin.
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Unbehandelte Galaktosämie präsentierte sich in der IEF ähnlich wie CDG-Ia
mit akzentuiertem di- und asialotransferrin. Im Gegensatz zu früheren
Befunden (Jaeken et al., 1992) fanden sich die atypischen Isoformen auch bei
einigen diätetisch behandelten Patienten. Die Kettenveränderung betrifft
vermutlich nur terminale Zuckerreste, da in der SDS-PAGE keine Änderung
des Molekulargewichtes zu beobachten war (Abb. 9 u. 10).
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Abb. 9. IEF von Serumtransferrin bei Galaktosämiepatienten. 1 Kontrolle, 2
unbehandelte Galaktosämie, 3 - 6 behandelte Galaktosämie, 7 CDG-Ia. Die Zahlen am
rechten Rand beziffern die Anzahl terminaler Sialinsäuren der Oligosaccharidketten.
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Abb. 8. SDS-Page von Transferrin von Patienten mit Alkoholabusus und
verschiedenen hepatischen Erkrankungen. 1 Kontrolle, 2 histologisch gesicherte
Leberzirrhose nach Alkoholabusus, 3 u. 4 Alkoholabusus, 5 Leberzirrhose bei Hepatitis C, 6
unklarer hepatischer Ikterus, 7 CDG-Ia. Der Pfeil weist auf eine atypische Isoform hin.
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In Proben hereditärer Fructoseintoleranz  ließen sich interessanterweise zu
CDG-Ia identische Bandenmuster durch beide Elektrophoresemethoden
darstellen. Offensichtlich resultieren die Sekundäreffekte in einer
mangelnden Synthese oder Übertragung komplexer Oligosaccharide. Die
Differenz der Molekulargewichte der zusätzlichen Banden in der SDS-PAGE
entsprach äquivalent zu CDG-Ia jeweils 2 kDa (nicht abgebildet). Eine
Unterscheidung vom primären Glykosylierungsdefekt war auch in der IEF
nicht möglich (Abb. 11).
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Abb. 10. SDS-PAGE von Transferrin bei Galaktosämiepatienten. 1 Kontrolle, 2
unbehandelte Galaktosämie, 3 - 6 behandelte Galaktosämie, 7 CDG-Ia. Die Zahl
vorhandener Oligosaccharide ist am rechten Rand aufgeführt.
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Abb. 11. Fokussierungsmuster von Transferrin bei Fructosämie. 1 Kontrolle, 2 u. 3
Eltern des Patienten (4) und 5 CDG-Ia. Die seitlichen Zahlen beziffern den
Sialylierungsgrad der Oligosaccharidketten.
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4.5 CDG-Ib, ein neuer Typ der Congenital Disorders of
Glycosylation
4.5.1 Klinischer Phänotyp
Die Betreuung des Indexpatienten M.C. erfolgte im Dr. von Haunerschen
Kinderspital der Universität München unter der Leitung von Prof. Dr. med. HK
Harms. M.C. wurde nach komplikationsloser Schwangerschaft am Termin
entbunden. Erste klinische Symptome zeigten sich im Alter von 11 Monaten
mit rezidivierender Emesis und Diarrhoe. Eine infektiöse Genese wurde
ausgeschlossen. Hauptsymptom war im Folgenden eine exsudative
Enteropathie. In einer Dünndarmbiopsie fand sich eine partielle
Zottenatrophie, die bei gleichzeitig erhöhten Gliadin-Antikörpern (IgA 66,
normal <3 mg/dl, IgG 36, normal <30 mg/dl) eine glutensensitive Enteropathie
(Zöliakie) vermuten ließ. Eine zweite Biopsie drei Monate später bestätigte
zunächst diesen Befund. Elektronenmikroskopisch zeigten sich lysosomale
Einschlusskörperchen und ein dilatiertes ER mit tubulären Bündeln unklarer
Genese (Niehues et al., 1998). Nach Umstellung auf eine glutenfreie Diät
sanken die Gliadin-Antikörper in den Normbereich, allerdings kam es nur zu
einer vorübergehenden Besserung der Symptomatik. Im Alter von viereinhalb
Jahren führten duodenale Ulcera zu abdominellen Beschwerden. Sechs
Monate später bestand weiterhin eine histologisch gesicherte Duodenitis.
Des Weiteren traten rekurrente Thrombosen, erstmalig im Alter von 311/12
Jahren, mit unterschiedlicher Lokalisation auf. Eine antithrombotische
Therapie mit dem Vitamin-K-Antagonisten Marcumar wurde nach einer
Thrombose im rechten Arm und multiplen Mikrothrombosen im Jejunum und
Ileum am Ende des fünften Lebensjahres eingeleitet. Im weiteren Verlauf
kam es zu Episoden schwerer gastrointestinaler Blutungen mit diffusem
Ursprung, die auch nach Absetzen der antithrombotischen Prophylaxe nicht
sistierten. Mehrfache chirurgische Interventionen, u.a. mit Ligation der A.
gastroduodenalis und A. gastrica sinistra, erbrachten ebenfalls keinen
durchgreifenden Erfolg. Eine neurologische Beteiligung war zu keiner Zeit
präsent.
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Laborchemisch zeigten sich wiederholt eine schwere Hypoproteinämie (2,8 -
5,3 g/dl, normal >5,2 g/dl), Hypoglykämie (bis <10 mg/dl, normal >60 mg/dl),
Anämie (Hb <10 g/dl), eine Reduktion von Gerinnungsfaktoren (VII, XI, XII,
Protein C und S, Quick 35 -45 %, normal >80 %) sowie erhöhte
Transaminasen (GOT und GPT >60 U, normal <22 U). Faecales α1-Antitrypsin
war mit >5 mg/g deutlich erhöht (normal <1 mg/g). Erst eine verminderte
Antithrombin-III-Aktivität (7 -30 %), charakteristisch für die CDG, führte, trotz der
fehlenden neurologischen Symptomatik, zur Einleitung der CDG Diagnostik.
4.5.2 Elektrophoretische Charakteristika
Elektrophoretisch war dieser neue CDG Typ nicht vom Typ Ia zu
unterscheiden. Es fanden sich sowohl vermehrt di- und asialo-
Transferrinisoformen in der IEF als auch um 2, respektive 4 kDa leichtere
Moleküle in der SDS-PAGE (Abb. 12). Es lag ein eindeutiger Mangel
vollständiger Zuckerseitenketten vor.
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Abb. 12. IEF and SDS-PAGE bei CDG Ib. Serum Transferrin wurde mittels IEF und SDS-
PAGE vor Beginn der Mannose Therapie (s.u.) untersucht. Um Veränderungen der
Glykosylierung unter Therapie nachzuweisen, wurde Serumtransferrin nach 11 Monaten
erneut analysiert.
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4.5.3 Enzymdefekt
Passend zur atypischen klinischen Symptomatik fand sich in Leukozyten und
Fibroblasten des Patienten eine normale Aktivität der PMM. Die Untersuchung
weiterer Enzyme des Mannosestoffwechsels ergab normale Aktivitäten für
Hexokinase und Phosphoglucose Isomerase (Tab. 5).
Hexokinase Phosphoglucose Isomerase
Bereich
(mU/mg)
Mittel-
wert
% Bereich
(mU/mg)
Mittel-
wert
%
Kontrollen
(n = 2)
4,99-8,37 6,68 100 245,5-329,7 287,6 100
Patient
CDG-Ib
5,83 87,3 254,9 88,6
Phosphomannomutase
Bereich
(mU/mg)
Mittel-
wert
%
Kontrollen
(n = 7)
1,33-6,18 2,82 100
Patient
CDG-Ib
5,15 182,6
Tab. 5. Aktivitäten verschiedener Enzyme des Mannosestoffwechsels. Die
Bestimmungen der Hexokinase, Phosphoglucose Isomerase und Phosphomannomutase
erfolgten in Fibroblasten des Patienten und verschiedenen Kontrollzellinien.
Fibroblasten Leukozyten
Bereich Mittel-
wert
% Bereich Mittel-
wert
%
Kontrollen
(n = 11)
14,7-26,42 21,63 100 9,83-20,4 15,84 100
Patient
(n = 9)
1,4-2,2 1,69 7,8 0,52-0,61 0,58 3,7
Vater
(n = 2)
7,7-11,5 9,6 60,6
Mutter
(n = 2)
6,0-6,2 6,1 38,5
Bruder
(n = 1)
8,0 50,5
Tab. 6. Phosphomannose Isomerase Aktivität. Die Messungen erfolgten in Fibroblasten
bzw. Leukozyten des Patienten, der Eltern und des Bruders und verschiedenen
Kontrollzellinien. Es wurden jeweils ca. 40 µg zelluläres Protein eingesetzt.
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Eine signifikant verminderte Aktivität zeigte sich bei der Phosphomannose
Isomerase (Abb. 13). Das Enzym katalysiert die Synthese des Substrates der
PMM, des Mannose-6-phosphat (s.o.). Die Berechnung der spezifischen
Aktivitäten erfolgte in Analogie zur Analyse der PMM (s.o.). In
Kontrollfibroblasten lagen die Aktivitäten im Bereich von 14,7 -26,4 mU/mg mit
einem arithmetischen Mittel von 21,6 mU/mg.
Um ursächliche Hemmfaktoren auszuschließen erfolgte die Analyse in
gemischten Zelllysaten des Patienten und einer Kontrolle. Erwartungsgemäß
ließen sich die Aktivitäten rechnerisch aufaddieren.
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Abb. 13. PMI Assay. Lysate von Fibroblasten wurden wiederholt auf ihre PMI Aktivität
untersucht. CDG-Ib Zellen ( ) wiesen 7,8 % der PMI Aktivität in Kontrollen ( ) auf
(Kontrollen: 14,7-26,4, Mittelwert 21,6; Patient: 1,40-2,16, Mittelwert 1,69 nmol NADPH / mg
Protein / min).
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Etwas niedriger war die Aktivität in Leukozyten mit einem Mittelwert von 15,8
mU/mg. Im Vergleich zu Kontrollen war bei dem Indexpatienten die Aktivität in
Fibroblasten auf 7,8 % und in Leukozyten auf 3,7 % reduziert (Tab. 6).
Vater, Mutter sowie der gesunde Bruder des Patienten wiesen Aktivitäten von
60,6 %, 38,5 % und 50,5 % auf. Somit ist auch der Bruder heterozygoter
Träger des Gendefektes (Tab. 6).
4.5.4 Orale Substitution von Mannose bei CDG-Ib
Umfassende Daten zur oralen Applikation, Verträglichkeit und
Bioverfügbarkeit von Mannose wurden unter Mitwirkung des Autors in der
Arbeitsgruppe von H.H. Freeze am Burnham Institute in San Diego erhoben
(Alton et al., 1997). Basierend auf diesen Daten wurden dem Patienten, der
sich in Folge von nicht beherrschbaren gastrointestinalen Blutungen in einem
lebensbedrohlichen Zustand befand, in Absprache mit den behandelnden
Ärzten initial dreimal und im Weiteren fünfmal täglich 100 mg/kg KG Mannose
verabreicht. Der ursächliche Defekt war zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt.
Basale Konzentrationen lagen im Bereich von 11 -37 µmol/l. Die
Serumkonzentrationen wurden vor sowie 30, 60, 90 und 120 min nach der
jeweils ersten und dritten Gabe bestimmt. Maximale Konzentrationen
erreichten 60 min nach der ersten Gabe 280 µmol/l und lagen nach der dritten
Gabe etwas niedriger mit einem Maximum nach 90 min. Nach 8 Monaten
Therapie wurde die Dosierung auf fünf Einzeldosen mit je 150 mg/kg KG pro
Tag angehoben. Die höchsten Serumspiegel wurden 90 min nach der dritten
Gabe mit 490 µmol/l gemessen. Bereits nach der ersten Einnahme
erreichten sie ca. 370 µmol/l (Abb. 14).
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4.5.5 Therapieverlauf
Die Blutungen und chronische Diarrhoe sistierten innerhalb der ersten
Wochen nach Initiierung der Therapie. Auffällige Laborparameter, wie ATIII
und faecales α1-Antitrypsin, stabilisierten sich und blieben in der Folge im
Normbereich. Ein markanter Rückgang abnormaler Transferrinisoformen
wurde nach 11 Monaten Therapie beobachtet (Abb. 8). Gesundheitliche
Probleme, die auf die Grunderkrankung bzw. Therapie zurückzuführen sind,
sind bisher nicht bekannt geworden. Einzig eine Erhöhung des unspezifisch
glykosylierten Hämoglobin HbA1c wurde beobachtet. Weitere Details liegen
jedoch nicht vor.   
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Abb. 14. Mannose Konzentrationen im Serum. Mannosespiegel im Serum des Patienten
M.C. wurden im Anschluss an die orale Einnahme bei insgesamt fünf Einzeldosen pro Tag
bestimmt. 1. Dosis: erste Tagesdosis. 3. Dosis: dritte Tagesdosis. Die Serumspiegel lagen
vor Therapie deutlich unterhalb des Normbereichs (11 -37 µM; normal 30 -50 µM).
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5. Diskussion
5.1 Einleitung
Die N-Glykosylierung stellt eine wesentliche Modifikation fast aller
sezernierten Proteine dar. Ein großer Prozentsatz intrazellulärer Proteine, z.B.
lysosomale Enzyme und extracytosolische Domänen von Membranproteinen,
ist ebenfalls N-glykosyliert. Die N-Glykane erfüllen eine Vielzahl von
Funktionen (Varki 1993). Sie beeinflussen die Faltung, Polarität und Stabilität
von Proteinen und sind an Protein-Protein- und Ligandenbindungen sowie
Zell-Zell-Interaktionen beteiligt. Weitere Bedeutung haben sie in der
Infektiologie und Immunologie als Bindungsliganden für pathogene Keime.
Tumorzellen exprimieren häufig ein verändertes Spektrum proteingebundener
Oligosaccharide, die z.B. für die veränderten Adhäsionseigenschaften
neoplatischer Zellen verantwortlich sein können.
Störungen im Abbau der N-Glykane sind insgesamt selten aber seit langem
bekannt. Wichtige Vertreter dieser Oligosaccharidosen sind die Fucosidose,
α- und β-Mannosidose und Sialidose. Neben morphologischen Auffälligkeiten
und Skelettdeformitäten (Dysostosis multiplex) sind eine psychomotorische
Retardierung und Krampfanfälle Hauptmerkmale dieser Erkrankungen.
Dagegen wurden die seltenen Synthesestörungen der N-Glykane, die
Congenital Disorders of Glycosylation (CDG), erst in den letzten zwei
Jahrzehnten bekannt.
Unter den Stoffwechselkrankheiten entfällt nur ein geringer Prozentsatz auf
die Gruppe der CDG. Die kumulative Inzidenz dieser 1980 erstmalig von dem
belgischen Pädiater J. Jaaken beschriebenen Erkrankungsgruppe wird auf
1:80 000 geschätzt, wobei die Gesamtzahl diagnostizierter Fälle nur ca. 500
weltweit beträgt. Für das Verständnis der N-Glykosylierung und ihrer
Funktionen haben sie jedoch einen besonderen Stellenwert. Die meisten
metabolischen Erkrankungen führen über Störungen kataboler
Stoffwechselwege, von Transportmechanismen oder der Interkonversion von
Substraten zur selektiven Ansammlung toxischer Metabolite oder zum Mangel
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essentieller Stoffwechselprodukte (z.B. Neurotransmitter). Dagegen sind die
pathobiochemischen Auswirkungen der CDG weit komplexer, da sie die
Funktion und/oder die Absolutmenge zahlreicher Glykoproteine in
unterschiedlicher Ausprägung betreffen können. Es resultiert daher eine
klinisch sehr heterogene Erkrankungsgruppe.
Zu Beginn dieser Arbeit war nur der Defekt des CDG-IIa, eine Defizienz der
GlcNAc-transferase II, beschrieben. Dieser Defekt resultiert in einer
homogenen Verkürzung der Oligosaccharidseitenketten. Die übrigen CDG
Typen basierten auf einer beschreibenden Einteilung anhand der qualitativen
und quantitativen Verteilung der Transferrinisoformen in der isoelektrischen
Fokussierung und des jeweiligen Phänotyps. Charakteristisch für den
häufigsten Typ (CDG Typ I) war eine deutliche Vermehrung von di- und asialo-
Transferrin. Als Defekt konnte 1995 von van Schaftingen et al. eine Defizienz
der Phosphomannomutase (PMM), einem Schlüsselenzym im
Mannosestoffwechsel, nachgewiesen werden. Diese resultiert in dem Fehlen
vollständiger Zuckerseitenketten. Diagnostisch kommt dies in der SDS-PAGE
zur Darstellung. Interessanterweise fand sich dieser Defekt nur bei ca. 80 %
der als CDG Typ I diagnostizierten Fälle (Jaeken et al., 1997).
Gegenstand dieser Arbeit ist die Präsentation eines neuen Subtypen der
CDG, der biochemische und klinische Vergleich zum CDG-Ia sowie die
Vorstellung einer erfolgreichen diätetischen Therapie, die sich aus den
Studien zum Mannosestoffwechsel der Arbeitsgruppe von H. Freeze in San
Diego unter Mitwirkung des Autors ableitet. Ferner soll auf Limitationen der
Primärdiagnostik hingewiesen werden.
5.2 Auffälligkeiten in der Analyse von CDG-Ia und CDG-x
Das CDG-Ia bildet nicht zuletzt durch seine Entdeckung als erster Vertreter
dieser Erkrankungsgruppe bis heute den patientenreichsten Typ. Dies liegt
u.a. an der charakteristischen Klinik, die differentialdiagnostisch wegweisend
ist. Aufgrund der geringen Fallzahlen fehlen ähnlich klare diagnostische
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Kriterien für die übrigen CDG Typen. Vermutlich wird daher eine Vielzahl von
Patienten nicht der Diagnostik zugeführt.
Bei 36 in dieser Studie untersuchten Patientenproben fanden sich mittels
elektrophoretischer Verfahren pathologische Transferrinisoformen. In 22
Fällen konnte durch die Bestimmung der Enzymaktivität eine PMM-Defizienz
mit Aktivitäten unter 10 % nachgewiesen werden. Ein Versuch die variable
Restaktivität der PMM2 bei CDG-Ia über eine Korrelation der
zugrundeliegenden Mutationen mit der schwere der Phänotypen zu erklären
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht unternommen. Die erhobenen Daten
sind jedoch konform mit der von Pirard et al. (1999) beobachteten
mutationsabhängigen Aktivitätsverteilung der PMM2. Die Aktivitäten in
Leukozyten der Eltern wiesen in den meisten Fällen deutlich auf eine
Heterozygotie der Erkrankung hin. Ungewöhnlich waren jedoch einzelne
Abweichungen bis in den Normbereich, aber auch ein mit 0,19 mU/mg extrem
niedriger Wert. Bei Patienten als pathologisch gewertet, wird dieser Befund
von dem betroffenen Elternteil offenbar ohne Krankheitswert toleriert.
Möglicherweise ist der einmalig in Leukozyten erhobene Wert Resultat eines
Messfehlers oder aber nicht repräsentativ für die PMM-Aktivität in anderen
Zellen. Unterschiedliche Expressionsraten der mutierten und gesunden Allele
in verschiedenen Organen könnten diese Beobachtungen erklären.
Klinische präsentierte sich ein heterogenes Spektrum, jedoch waren eine
psychomotorische Retardierung mit cerebellärer Atrophie und
Gerinnungsstörungen gemeinsame Charakteristika bei allen CDG-Ia
Patienten. Der Schweregrad der Erkrankung zeigte deutliche Varianz.
Die inhomogene Verteilung der elektrophoretischen Bandenmuster und der
Ausschluss einer PMM- oder PMI-Defizienz bei den 13 CDG-x Fällen wies auf
unterschiedliche ursächliche Defekte hin. Um Aufschluss über die
Lokalisation der Defekte zu erlangen werden derzeit Strukturanalysen der
Oligosaccharide durchgeführt. Die fehlende neurologische Beteiligung bei
einigen Patienten lässt vermuten, dass neben CDG-Ib auch weitere CDG
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eine normale mentale Entwicklung ermöglichen. Allerdings konnten
sekundäre Störungen als Ursache bislang nicht ausgeschlossen werden.
Die Zahl der diagnostizierten CDG-Ia Patienten unterstützt die bislang
beobachtete prozentuale Häufigkeit der PMM-Defizienz unter den CDG mit
CDG-I Muster in der IEF, ist aber aufgrund der geringen Fallzahlen
naturgemäß nur bedingt von statistischer Relevanz (Jaeken et al., 1997).
5.3 Die Spezifität der primären CDG-Diagnostik ist limitiert
Die in dieser Arbeit untersuchten Erkrankungen, die über sekundäre Effekte
zu einer Störung der Glykosylierung führen, weisen auf ein Problem in der
primären CDG-Diagnostik hin. In der elektrophoretischen Analyse von
Serumtransferrin können den CDG ähnliche Bandenmuster auftreten.
Fehldiagnosen sind eine mögliche Folge. Erst weitere strukturelle Analysen
von Oligosacchariden und der Ausschluß bereits bekannter CDG Typen bzw.
die Diagnose einer metabolischen Erkrankung mit sekundärer Affektion der
Glykosylierung können hier Aufklärung verschaffen. Erkrankungen wie die
Galaktosämie sollten im Rahmen des Neugeborenen-Screenings erkannt
werden, allerdings können metabolische Defekte, die im Screening nicht
erfasst werden, z.B. die hereditäre Fructoseintoleranz, als CDG
missinterpretiert werden (Adamowicz und Pronicka, 1996). Durch genetische
Polymorphismen kann es zur Expression von Transferrinvarianten mit
unterschiedlicher Aminosäurenkomposition (Anderson und Anderson, 1979;
Knopf et al., 2000) kommen, die in der IEF eine Hypoglykosylierung vermuten
lassen. Auch sind CDG-Ia Patienten mit zumindest zeitweise normalen
Transferrin Fokussierungsmustern bekannt (Fletcher et al., 2000). Am
Beispiel des CDG-IIb wird zudem deutlich, dass nicht alle CDG mittels
elektrophoretischer Verfahren erfaßt werden. Dem Untersucher obliegt daher
die Verantwortung einer kritischen Beurteilung der pathologischen Befunde.
Bei der klassischen Galaktosämie wurde ein verminderter Einbau von
Galaktose- und Sialinsäureresten nachgewiesen (Dobbie et al. 1990;
Ornstein et al. 1992). Unterstützend fand sich in der SDS-PAGE von Proben
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unbehandelter Patienten kein differenzierbarer Unterschied im
Molekulargewicht von Transferrin im Vergleich zu Kontrollen während sich in
der IEF vermehrt di- und asialo-Transferrin zeigte. Die hereditäre Fructosämie
fiel ebenfalls durch ein dem CDG Typ I ähnliches Verteilungsmuster der
Transferrinisoformen in der IEF auf. Im Gegensatz zur Galaktosämie fanden
sich zusätzliche Banden in der SDS-PAGE wie bei CDG-Ia. Damit konnte
erstmalig das Fehlen vollständiger Zuckerseitenketten bei der hereditären
Fructosämie nachgewiesen werden. Eine exakte Strukturanalyse steht
allerdings noch aus. Pathobiochemisch wird eine inhibitorische Wirkung
akkumulierenden Fruktose-1-phosphats auf die PMI diskutiert, die sich
analog zur PMI-Defizienz auf die Oligosaccharidsynthese auswirken könnte
(Jaeken et al. 1997). Ein ähnlicher Mechanismus könnte bei der
Galaktosämie vorliegen. Da nur einzelne Zuckerreste fehlen, ist eine
Inhibition von Enzymen in der Synthese oder dem Transport von UDP-
Galaktose und/oder CMP-Sialinsäure zu vermuten. Diese könnte durch
Galaktose-1-phosphat oder Galactitol, das durch Katalyse der Aldose-
Reduktase als alternativer Stoffwechselmetabolit der Galaktose entsteht,
bedingt sein, ist jedoch bislang ungeklärt. Beide Erkrankungen werden
diätetisch mittels Galaktose- bzw. Fructose-armer Ernährung therapiert, unter
der es zu einer Normalisierung der N-Glykosylierung kommt (Jaeken et al.
1992; Winchester et al., 1995). Interessanterweise fanden sich bei
Galaktosämiepatienten auch unter Therapie veränderte
Glykosylierungsmuster in der IEF. Charlwood et al. (1998) beobachteten
mittels HPLC ebenfalls eine Persistenz abnormer Zuckerketten bei Patienten
mit normalisierten Galaktose-1-phosphat Spiegeln. Inwieweit diese im
Zusammenhang mit einer mangelnden Diätkompliance stehen ist nicht
bekannt. Eine endogene Intoxikation mit Galktose-1-phosphat durch
Freisetzung aus UDP-Galaktose wäre eine mögliche Erklärung. Andererseits
kann UDP-Galaktose über eine Epimerasereaktion zu UDP-Glucose
umgesetzt werden und anschließend in die Glykogensynthese einfließen.
Ebenso unklar ist ob die Hypoglykosylierung an der phänotypischen
Ausprägung beider Erkrankungen beteiligt ist. Langzeitbeobachtungen
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ergaben, dass die Galaktosämie trotz guter Therapiecompliance mit einem
unterdurchschnittlichen IQ, motorischen und Sprachschwierigkeiten, einem
verlangsamten Wachstum und einer Dysfunktion des Ovars weiblicher
Patienten belastet sein kann. Die Persistenz einer leichten
Hypoglykosylierung wäre eine mögliche Ursache und wird auch von
Charlwood et al. vermutet. Die Symptomatik der hereditären Fructosämie
basiert v.a. auf den toxischen Effekten des Fructose-1-P. Die
Glykosylierungsstörung resultiert ebenfalls aus der Toxizität dieses
Metaboliten (s.o.). Eine Beteiligung an der akuten Symptomatik erscheint
unwahrscheinlich da die Hypoglykosylierung in Abhängigkeit von den
Halbwertszeiten einzelner Glykoproteine vermutlich erst mit Verzögerung zur
Ausprägung kommt. Bei persistierender Aufnahme von Fructose wäre
allerdings ein Zusammenhang mit der schweren Organschädigung, v.a. der
Leber, denkbar. In der Literatur ist zu diesem Aspekt bislang nichts
beschrieben.
Die meisten Serumglykoproteine werden in der Leber synthetisiert. Es wäre
daher zu erwarten, dass sich schwere Erkrankungen mit Beteiligung der
Leber (Hepatits B und C, extrahepatische Gallengangsatresie) bis hin zum
zirrhotischen Umbau und Versagen des Organs auch in einer
Hypoglykosylierung niederschlagen. Einige Publikationen beschrieben
tatsächlich erhöhte Werte für Kohlenhydrat-defizientes Transferrin (CDT) bei
schweren hepatischen Erkrankungen (Stibler, 1991). Jedoch konnte mittels
der zur Verfügung stehenden Methoden keine Veränderung im
Glykosylierungsmuster des Transferrins nachgewiesen werden.
Möglicherweise reichte die Syntheseleistung bei den untersuchten Patienten
selbst bei schwerster Beeinträchtigung der Leber noch aus, um eine normale
Glykosylierung von Transferrin zu gewährleisten. Andererseits wird die CDT
Bestimmung (Austauschchromatographie) von vielen Autoren als der IEF
überlegen bewertet. Die Leberinsuffizienz fällt u.a. durch eine Verminderung
der Cholinesterase und der Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren II, VII,
XI auf. Inwieweit eine gestörte Glykosylierung diesen Befunden zugrunde liegt
und ob weitere Glykoproteine betroffen sind ist bislang nicht untersucht.
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Die alkoholinduzierte Hypoglykosylierung ist v.a. aus pathobiochemischer
Sicht ist von großem Interesse. Der Pathomechanismus ist bislang ungeklärt.
Nach täglichem Konsum von mindestens 60 g Ethanol über 14 Tage läßt sich
bereits eine deutliche Minderglykosylierung von Serumtransferrin
nachweisen. Die Halbwertszeit beträgt etwa zwei Wochen (Stibler, 1991).
Dieses Kohlenhydrat-defiziente Transferrin (CDT) wird als sensitiver
Verlaufsparameter in der Behandlung von Alkoholkranken eingesetzt.
Untersuchungen der Oligosaccharide von Transferrin zeigten ein
vollständiges Fehlen einzelner Zuckerketten analog zum CDG Typ I (Landberg
et al., 1995). Die IEF und SDS-PAGE der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Proben bestätigten diese Befunde. Allerdings war die
Hypoglykosylierung nicht durchgehend bei allen Patienten nachweisbar. Eine
Erklärung ist die schwierige Sammlung und Charkterisierung des
Patientenmaterials. Zu den meisten Proben lag nur die Diagnose eines
Alkoholabusus und verschiedener Folgeerkrankungen vor. Genaue Angaben
v.a. zum aktuellen Trinkverhalten waren nicht eruierbar.
Ursächlich wird ein toxischer Effekt des Ethanolmetaboliten Acetaldehyd
vermutet. Es ist jedoch ungeklärt, ob eine Inhibition eines einzelnen bzw.
mehrerer Enzyme der N-Glykosylierung oder möglicherweise ein vermehrter
Abbau des Trägerlipides Dolichol durch Induktion von Monooxigenasen
zugrunde liegt (Stibler, 1991; Cottalasso et al., 1996).
Inwieweit die beim Erwachsenen Patienten beobachtete Hypoglykosylierung
an der Pathogenese der Alkoholembryopathie beteiligt ist unbekannt. Daten
zur N-Glykosylierung bei betroffenen Patienten liegen nicht vor. Aufgrund der
phänotypischen Ähnlichkeit zu den CDG wäre eine Analyse des
Glykosylierungsstatus von großem Interesse. Leider standen Serumproben
für diese Arbeit nicht zur Verfügung.
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5.4 Eine neue Form der Congenital Disorders of
Glycosylation: CDG-Ib
Unter den Patienten mit normaler PMM-Aktivität konnte für den in dieser Arbeit
beschriebene Indexpatient M.C. ein neuer Typ der CDG (CDG-Ib) als
ursächliche Erkrankung identifiziert werden. Sowohl in der IEF als auch in der
SDS-PAGE von Serumtransferrin zeigte sich ein dem ehemaligen CDG Typ I
identisches Bandenmuster. Jedoch unterschied sich der klinische Phänotyp
fundamental von allen bekannten Formen der CDG. Predominantes Symptom
war eine exsudative Enteropathie. Eine neurologische Beteiligung bestand
nicht. Einzig eine Gerinnungsstörung mit rekurrenten Thrombosen und
Blutungen stellte ein den übrigen CDG Typen gemeinsames Merkmal dar.
Ursächlich konnte eine Defizienz der Phosphomannose Isomerase (PMI)
nachgewiesen werden, die zu einer verminderten Synthese von Mannose-6-
Phosphat aus Fructose-6-Phosphat führt. Mannose-6-Phosphat liefert 9 der
14 Monosaccharide für die Synthese lipidgebundener Oligosaccharide (LLO).
Des Weiteren ist es Substrat für die Synthese von Fucose und
Glycophospholipid(GPI)-Ankern. Ein reduzierter Mannose-6-Phosphat Pool
bedingt einen Mangel an normalen LLO, der sich in einer Hypoglykosylierung
naszierender Proteine äußert.
Die Restaktivität der PMI in Fibroblasten und Leukozyten lag unter 10 %. Die
auf 53 % und 33,7 % deutlich verminderten Aktivitäten in Leukozyten der Eltern
wiesen auf einen rezessiven Erbmodus hin. Mutationsanalysen in unserem
Labor konnten eine Punktmutation an Position 656 des väterlichen Allels
nachweisen, die zum Austausch einer basischen gegen eine neutrale
Aminosäure (Arg219 → Gln219) in einer konservierten Region des Enzyms
führt (Proudfoot et al., 1994). Auf dem mütterlichen Allel fand sich keine
Mutation. Es bestand jedoch ein deutliches Disequilibrium väterlicher und
mütterlicher Allele, so dass eine reduzierte Transkription des mütterlichen
Allels oder eine verminderte Stabilität der Transkripte anzunehmen ist. Die
Auswirkung der Mutation auf die Enzymaktivität wurde durch eine
kooperierende Arbeitsgruppe am Burnham Institute in San Diego, USA durch
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Expression in COS-7 Zellen überprüft. Die Transfektion mit Plasmiden, die
die mutierte cDNA bzw. kein Insert enthielten, führte zu keiner Veränderung
der endogenen Aktivität, während die codierende Sequenz normaler humaner
PMI in einem 10fachen Anstieg der Aktivität resultierte (Niehues et al. 1998).
Des Weiteren ergaben detailliertere Untersuchungen der Enzymaktivität in
den Zellextrakten einen 16fach niedrigeren Vmax, wohingegen der Km durch die
Mutation unbeeinflusst blieb. Es ist daher zu vermuten, dass die katalytische
Aktivität des Enzyms nicht beeinträchtigt ist. Allerdings ist eine genaue
Aussage über die Korrelation des Vmax mit der Gesamtmenge an Enzym oder
aber dessen Qualität nur durch Untersuchungen am gereinigten Enzym oder
durch Titration mit einem spezifischen Antikörper möglich, so dass die
publizierten Werte nur bedingt aussagekräftig sind. Dennoch erscheinen
anhand der vorliegenden Daten eine verminderte Transkription, Translation,
Stabilität oder eine vermehrte Retention des Enzyms als Ursache für eine
reduzierte Gesamtmenge an PMI plausibel (Niehues et al. 1998).
Da die Erkrankung elektrophoretisch nicht von der CDG-Ia zu unterscheiden
ist wurde sie als CDG-Ib klassifiziert (Niehues et al. 1998). Zwischenzeitlich
wurden weitere Patienten mit PMI Defizienz beschrieben. Die klinische
Symptomatik ähnelte mit Variationen der des Indexpatienten. Neben
gastrointestinalen Symptomen fand sich v.a. eine hepatische Beteiligung mit
Fibrose bis zur  Dysfunktion des Organs (Jaeken et al., 1998; de Koning et al.,
1998, de Lonlay et al., 1999)
5.5 Pathobiochemie der CDG-Ia und Ib
Es stellt sich die Frage, wie zwei im Stoffwechsel direkt benachbarte Defekte
sich phänotypisch unterschiedlich manifestieren können, obwohl eine
Reduktion des GDP-Mannose Pools die gemeinsame Folge ist. Betrachtet
man den Mannosestoffwechsel und die heterogene Aktivitätsverteilung der
beteiligten Enzyme, eröffnet sich eine plausible Erklärung.
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Exogene Mannose kann durch einen spezifischen Transporter
(Panneerselvam et al.) in die Zellen aufgenommen und durch eine
Hexokinase zu Mannose-6-phosphat, dem Substrat der PMM, umgesetzt
werden. Ein Defekt der PMM führt daher in sämtlichen Organen über einen
Mangel an GDP-Mannose zur Hypoglykosylierung neu synthetisierter
Glykoproteine. Ist die de novo Synthese der Mannose aus Glucose bedingt
durch einen Defekt der PMI gestört, bleibt der Alternativweg über exogene
Mannose erhalten (Abb. 15).
Da vermutlich alle Zellen den Mannosetransporter exprimieren, könnte die
physiologische Serumannosekonzentration von 50 µM ausreichen, um den
Bedarf von Organen mit geringer Syntheseleistung und PMM-Aktivität für die
LLO Synthese zu decken.
Weitere Mannose könnte im Rahmen der Degradation von Glykokonjugaten in
den Lysosomen entstehen und nach Phosphorylierung in die Synthese der
Mannose
Man-6-P
PMI PMM
HK
Man-6-P
PMI PMM
HK
B
A
Abb. 15. Defekte im Metabolismus der Mannose.  Hexokinase (HK), A.
Phosphomannomutase (PMM), B. Phosphomannose Isomerase (PMI).
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LLO einfließen. Dieses zelluläre Recycling ist allerdings spekulativ und
detaillierte Untersuchungen stehen noch aus. Es ließe sich jedoch erklären,
warum im Falle des CDG-Ib vor allem Organe mit hoher Syntheseleistung, i.e.
Leber und Intestinum, betroffen sind. Das Gehirn von Ratten weist im
Organvergleich eine geringe Syntheserate und niedrige PMM-Aktivität auf,
während die PMI-Aktivität vergleichsweise hoch liegt (Alton et al., 1998).
Vermutlich wird nur ein geringer Teil exogener Mannose für die
Oligosaccharidsynthese benötigt, wogegen der Großteil über die PMI in den
Energiestoffwechsel einfliesst. Bei einer Defizienz der PMI steht so
möglicherweise genügend Mannose für eine normale N-Glykosylierung zur
Verfügung. Während der Hirnentwicklung ist der Quotient aus Energiebedarf
und Syntheseleistung vermutlich deutlich zu letzterem hin verschoben. Jedoch
könnte die diaplazentare Versorgung des Foetus mit mütterlicher Mannose
eine unbeeinträchtigte Entwicklung des zentralen Nervensystems
ermöglichen. Über die organspezifischen Aktivitätsmuster der PMI und PMM
im humanen Organismus existieren bislang keine Daten. Die obigen
Überlegungen stützen sich daher auf die unter Beteiligung des Autors in
Rattenorganen erhobenen Daten (Alton et al., 1998). Aufgrund der
phylogenetischen Verwandtschaft der Säugetiere sind Parallelen allerdings in
hohem Maße zu vermuten.
5.6 Die orale Mannosesubstitution ist die erste effektive
Therapie einer CDG
Die alternative Nutzung exogener Mannose im Stoffwechsel eröffnete neben
theoretischen Erklärungsansätzen der phänotypischen Ausprägung der CDG-
Ia und Ib auch therapeutische Möglichkeiten. Durch diätetische Zufuhr von
Mannose könnte das Substratangebot deutlich gesteigert werden.
Untersuchungen an PMM-defizienten Fibroblasten zeigten eine vollständige
Korrektur der Hypoglykosylierung unter Zusatz von Mannose zum Medium.
Betrachtet man den Mannosestoffwechsel, läßt sich dieser Befund nicht
erklären. Es wurde daher die Existenz einer Mannose-1-kinase spekuliert, die
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allerdings bislang nicht nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der bei allen
Patienten vorliegenden Restaktivität der PMM erscheint ein erhöhter
Substratumsatz wahrscheinlicher. Die infolge gross angelegten
Therapiestudien bei CDG-Ia Patienten, u.a. auch unter Beteiligung des
Autors, blieben bislang ohne Erfolg (Niehues R., Dissertation in
Vorbereitung). Obwohl CDG-Ia Fibroblasten bis 1,6fach mehr Mannose
aufnehmen als Kontrollzellen und der Einbau in Glykoproteine 7fach
gesteigert ist (Dupre et al., 1999) lassen sich ausreichende
Mannosekonzentrationen im interzellulären Raum in vivo vermutlich nicht
erreichen. Weitere Versuche zur effektiven Anhebung des GDP-Mannose
Pools begleitend zur Mannosesubstitution (u.a. ketogene Diät,
Fucosesubstitution und Zinksubstitution) sind Gegenstand aktueller Studien.
In vitro führt ein Glucosemangel bei CDG-Ia Zellen zu einer Korrektur des
Glykosylierungsdefektes (Körner et al., 1998b). Die ketogene Diät ist der
Versuch diesen Effekt auch in vivo zu erzielen. Bei den behandelten Patienten
konnte bislang jedoch keine objektivierbare Normalisierung der
Glykosylierung festgestellt werden.
Fucose kann nach Aktivierung zu GDP-Fucose in GDP-Mannose
umgewandelt werden. Die Substitution von Fucose wurde als effektive
diätetische Therapie bei LAD II etabliert. Bei CDG-Ia Patienten hatte sie
keinen objektivierbaren Effekt (Marquardt, nicht veröffentlicht). Die Konversion
ist vermutlich zu gering um eine ausreichende Anhebung der GDP-Mannose
spiegel zu bewirken.
Eine Erhöhung des intrazellulären Man-6-P könnte auch durch Hemmung des
Umsatzes zu Fructose-6-P durch die PMI erreicht werden. Die PMI ist ein
zinkabhängiges Metalloprotein. Im Überschuß wird die katalytische Aktivität
jedoch durch Zink und einige andere Metalle (u.a. Ca, Co, Hg, Mn) inhibiert
(Wells et al., 1993). Zink führte in vitro ab Konzentrationen von 25-50 µmol/l zu
einer signifikanten Hemmung humaner PMI Aktivität. Allerdings würde der
Versuch die normalen Serumspiegel von ca. 15 µmol/l adäquat zu steigern,
um die intrazelluläre Konzentration in den o.g. Bereich anzuheben, vermutlich
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zu erheblichen Nebenwirkungen führen. Neben vegetativen Symptomen,
Anämie und Kupfermangel durch verminderte Resorption ist eine
inhibitorische Wirkung auf weitere Enzyme zu erwarten. Auch die Induktion von
Apoptose in Säugerzellen durch Zink wurde berichtet (Haase et al., 2001)
Aufgrund der unvorhersehbaren kurz- und langfristigen Nebenwirkungen
einer erhöhten Zinkzufuhr wurde auf Versuche in vivo verzichtet.
Dagegen erwies sich die orale Mannosesubstitution als effektive Therapie
des im Rahmen dieser Arbeit erstmalig diagnostizierten CDG-Ib. Mehrere
wichtige Anforderungen an die Wirksamkeit und Praktikabilität einer Therapie
werden erfüllt. Der Wirkmechanismus ist bekannt. Er beruht auf einer
Verzweigung im Stoffwechsel im Anschluss an die von der PMI katalysierten
Reaktion und der Verfügbarkeit spezifischer Mannosetransporter. Das
Monosaccharid kann nach Aufnahme in die Zellen durch eine unspezifische
Hexokinase unabhängig von der PMI zu Mannose-6-phosphat umgesetzt und
für die Synthese von GDP-Mannose genutzt werden. Durch Verteilung der
Tagesgesamtdosis auf fünf Einzelgaben wird eine im Tagesverlauf konstante
Anhebung des Mannosespiegels gewährleistet und eine mögliche
osmotische Diarrhoe vermieden. Die Praktikabilität der Therapie wird des
Weiteren durch die einfache Applikation der süßlich schmeckenden Mannose
unterstrichen. Innerhalb von wenigen Wochen kam es bereits zu einer
deutlichen Stabilisierung des klinischen Zustandes des Patienten M.C. sowie
zu einer zunehmenden Normalisierung verschiedener Laborparameter. Nach
sechs Monaten konnte auch eine partielle Korrektur der Glykosylierung von
Transferrin sowohl in der IEF als auch in der SDS-PAGE beobachtet werden,
die sich schließlich nach 11 Monaten kaum mehr von Kontrollen unterschied.
Ein solitärer Effekt auf die Glykosylierung des Transferrins konnte durch
Untersuchung weiterer Glykoproteine mittels 2D-Gelelektrophorese
ausgeschlossen werden (Niehues R., Dissertation, in Vorbereitung). Damit
war auch die Wirksamkeit der Therapie bewiesen. Weitere CDG-Ib Patienten
werden mittlerweile ebenfalls erfolgreich mit Mannose behandelt (Freeze und
Aebi, 1999)
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Nebenwirkungen dieser Therapie sind bislang nicht bekannt. Verschiedene
Studien beschreiben einen teratogenen Effekt von Mannose in Ratten-
Embryonen (Freinkel et al. 1984) sowie eine potentielle Toxizität in PMI-
defizienten Tumorzellen (de la Fuente et al. 1988), Bienen (de la Fuente et al.
1986) und Plesiomonas shigelloides (Rager et al., 2000). Die Relation der
Aktivitäten von PMI und HK ist bei Bienen zugunsten der Hexokinase
verschoben. Das sich bei Fütterung 1M Mannoselösungen aufstauende
Mannose-6-phosphat wird über Phosphatasen rasch wieder
dephosphoryliert, so dass durch die energieabhängige Reaktion der HK mit
konsekutivem ATP-Verlust ein letaler Kreislauf resultiert. Eine Depletion
energiereicher Nukleotide wird ebenfalls im Zusammenhang mit der
Teratogentät der Mannose in Ratten-Embryonen gesehen (Freinkel et al.
1984). Der exakte Mechanismus ist bislang ungeklärt, jedoch wird eine
inhibitorische Wirkung der Mannose auf die Glykolyse diskutiert. Plesiomonas
shigelloides besitzt keine PMI. Es kommt zu einem Aufstau von Mannose-6-
phosphat mit toxischer Wirkung auf das Wachstum. Die toxischen Effekte sind
aber aufgrund der limitierten Aufnahmekapazität des Darmes für Mannose
und der Enzymausstattung humaner Zellen bezüglich der Mannosetherapie
von CDG Patienten nicht von Relevanz. Bereits ab Einzeldosen über 200
mg/kg KG wird eine osmotische Diarrhoe induziert (Alton et al., 1997). Bei
CDG-Ib Patienten besteht ein gesteigerter Bedarf an Mannose. Diese  wird
durch die PMM zu Mannose-1-phosphat umgesetzt und somit einer
möglichen Dephosphorylierung entzogen. Der für Bienen beschriebene
energiedepletierende Kreislauf  ist daher ohne Relevanz. Die maximalen
Mannosekonzentrationen im Serum von CDG-Ia und Ib Patienten wurden 60-
fach unter der für PMI-defiziente Tumorzellen toxischen Dosis (~27 mM)
gemessen. Der teratogene Effekt der Mannose ist dosisabhängig und kommt
erst ab Konzentrationen über 0,75 mg/ml zum tragen. Diese Konzentrationen
werden durch die physiologisch limitierten Höchstdosen um den Faktor 10
unterschritten. Dennoch bleibt derzeit unabsehbar, ob auf längere Sicht nicht
doch potentiell toxische Nebenwirkungen evident werden, dies z.B. durch eine
unspezifische Mannosylierung von Proteinen. Mannose ist bezüglich
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unspezifischer Reaktionen 5fach reaktiver als Glucose (Bunn et al., 1981).
HbA1c, unspezifisch glykosyliertes Hämoglobin, dient als Kontrollparameter
der Insulintherapie bei Diabetes mellitus. Die Bedeutung eines erhöhten
HbA1c, das im Laufe der Therapie beobachtet wurde, ist bislang ungeklärt.
Regelmäßige Untersuchungen der in Behandlung befindlichen Patienten
sind aus diesen Gründen unbedingt erforderlich.
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6. Zusammenfassung und Ausblick
Die Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) sind eine wachsende
Gruppe von heriditären Störungen der N-Glykosylierung. Derzeit sind neun
verschiedene Enzymdefekte bekannt. Sie betreffen entweder die Synthese der
Oligosaccharidketten oder deren Prozessierung nach der Übertragung auf
das Proteingerüst. Gemeinsames biochemisches Merkmal ist eine
Verkürzung bis hin zum vollständigen Fehlen proteingebundener
Oligosaccharide.
Klinisch präsentieren sich die CDG als heterogene Multisystem-
erkrankungen. Gemeinsames Merkmal ist eine psychomotorische
Retardierung. Eine Ausnahme bildet das im Rahmen dieser Arbeit entdeckte
CDG-Ib. Hauptmerkmal ist eine exsudative Enteropathie. Eine mentale
Retardierung tritt nicht auf.
Eine weitere Besonderheit stellt die Lokalisation des Enzymdefektes im
Mannosestoffwechsel dar. Durch die Defizienz der Phosphomannose
Isomerase ist die endogene Mannoseproduktion aus Glucose blockiert.
Alternativ ist die Nutzung  exogener Mannose für die Synthese von GDP-
Mannose möglich. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die
diätetische Substitution von Mannose  eine wirksame Therapie des CDG-Ib
darstellt während sie beim CDG-Ia keinen Effekt auf die Hypoglykosylierung
zeigt (Niehues R., Dissertation in Vorbereitung).
Ein generelles Problem in der CDG-Diagnostik stellen Erkrankungen dar, die
sekundäre Veränderungen der Glykosylierung verursachen, sowie genetische
Transferrinvarianten. Die primär eingesetzten elektrophoretischen Verfahren
besitzen eine hohe Sensitivität bei geringer Spezifität. Um Fehldiagnosen zu
vermeiden sind eine kritische Beurteilung der Befunde sowie weiterführende
Analysen essentiell.
Der Einsatz von Methoden wie High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) und Massenspektrometrie ermöglicht die exakte Analyse der Struktur
der Oligosaccharidseitenketten bzw. der lipidgebundenen Vorstufen und
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damit die Eingrenzung zugrundeliegender Enzymdefekte. Durch
Aktivitätsbestimmungen der Enzyme und Mutationsanalysen können diese
bestätigt werden.
Aufgrund der Zahl der an der N-Glykosylierung beteiligten Enzyme ist zu
erwarten, dass in Zukunft zahlreiche neue CDG entdeckt werden. Neben der
Diagnostik werden die Erforschung der Pathomechanismen der CDG und die
Therapieentwicklung Hauptgegenstand der Forschung sein. Bei frühzeitiger
Diagnose könnte ein Therapiebeginn bereits in utero eine normale
Entwicklung betroffener Individuen ermöglichen.
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